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Untersuchung von Promotormethylierungen des p16-Gens im Atemkondensat von Patienten 
mit Bronchialkarzinom und Vergleich mit Tumorpräparaten 
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84 S., 78 Lit., 11 Abb., 14 Tab., 1 Anlage 
 
Referat: 
Angesichts der nach wie vor hohen Mortalität und Morbidität des Bronchialkarzinoms ist die 
Entwicklung geeigneter Methoden zur früheren Diagnostik eine wichtige Notwendigkeit, um 
die geringe durchschnittliche 5-Jahres-Überlebensrate von 15% – 18% zu steigern. 
Unter diesem Gesichtspunkt wurde in der vorliegenden Arbeit das Atemkondensat von 
Patienten mit Bronchialkarzinom als nicht-invasiv und kostengünstig zu gewinnendes 
Medium auf das Vorliegen eines potentiellen Screeningmarkers – dem methylierten 
Tumorsuppressor-Gen p16 – untersucht. 
Dazu wurde ein Versuchsablauf entwickelt, bei dem trotz des geringen DNA-Gehaltes im 
Atemkondensat p16-Methylierungen nachgewiesen werden konnten. Die letztendlich 
etablierte Methode war eine methylierungsspezifische nested-PCR mit anschließendem 
Restriktionsverdau durch das Restriktionsenzym BstUI. Des Weiteren erfolgte die 
Untersuchung von in Paraffin eingebetteten Tumorpräparaten der Patienten.  
In der anschließenden statistischen Auswertung wurde der Einfluss von verschiedenen 
Faktoren wie COPD-Grad, Tumorlage, Tumorart, Nikotinabusus und stattgehabte Chemo- 
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AFB      Autofluoreszenzbronchoskopie 
ATP      Adenosin-Triphosphat 
BAL      bronchoalveoläre Lavage 
bFGF      basic fibroblast growth factor 
bp      Basenpaare 
bzw.      beziehungsweise 
C      Cytosin 
ca.      circa 
CDK      cyclin dependent kinase 
CDKN2A     cyclin dependent kinase inhibitor 2A 
CEA      carcinoembryonic antigen 
COPD      chronic obstructive pulmonary disease  
CpG-Dinukleotid    Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotid 
CT      Computertomografie, Computertomogramm 
DAPK      death associated protein kinase 
DNA      deoxyribonucleic acid  
DNMT     DNA-Methyltransferasen 
EBC      exhaled breath condensate (Atemkondensat) 
EFL      epithelial lining fluid 
FEV1      forcierte Einsekundenkapazität 
FVC      funktionelle Vitalkapazität 
G      Guanin 
GOLD      Global Initiative for Chronic Obstructive Lung  
Disease 
IL-8      Interleukin-8 
kDa      Kilo-Dalton 
MGMT     O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase 
MSP      methylierungsspezifische PCR 
NBI      narrow  band imaging 
Nm      Nanometer 
NO      Stickstoffmonoxid 




NSE      neuronenspezifische Enolase 
PAX5β      paired box 5 (transcription factor) 
PCR      polymerase chain reaction 
RASSF1A     Ras association domain family 1 isoform A 
Rb      Retinoblastom-Protein 
Rtot      Atemwegswiderstand 
RV      Residualvolumen 
SCC      squamous cell carcinoma 
SCLC  small cell lung cancer  
TNF- α Tumornekrosefaktor α 
TLC  totale Lungenkapazität 
US  United States (Vereinigte Staaten von Amerika) 
VC  Vitalkapazität 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
VOC volatile organic compounds 
WHO      World Health Organization 







1.1 Epidemiologie des Bronchialkarzinoms 
Das Bronchialkarzinom ist weltweit die Krebstodesursache Nummer eins.1 Jährlich sterben 
mehr als 1,5 Millionen Menschen an Lungenkrebs.2,3 Basierend auf den Daten des 
GLOBOCAN-Projekts der WHO wird geschätzt, dass im Jahr 2012 circa 12,9% aller neu 
diagnostizierten Krebsfälle und 19,4% aller Krebstodesfälle den malignen Tumoren der 
Lunge zuzuordnen waren.3 
Differenzierter betrachtet, liegt das Bronchialkarzinom bei Männern an erster Stelle in der 
Statistik der Todesfälle, die durch Krebs verursacht sind. Bei Frauen nimmt es Position zwei 
ein.2  
Es gilt als gesichert, dass das Zigarettenrauchen der Risikofaktor mit dem größten Einfluss 
auf die Pathogenese von Lungenkarzinomen ist.1 Man geht davon aus, dass Nikotinabusus für 
80% bis 90% der weltweiten Lungenkrebserkrankungen bei Männern und für die Hälfte der 
Fälle bei Frauen verantwortlich ist.4,2 Dieser Unterschied in der Häufigkeitsverteilung 
zwischen den Geschlechtern ist der Tatsache geschuldet, dass Frauen im Allgemeinen erst 
Jahrzehnte später als Männer begannen, Tabak in großen Mengen zu konsumieren. Der Anteil 
der Frauen, die rauchen stieg in den letzten Dekaden stetig an und wächst momentan 
weiterhin. Deshalb ist davon auszugehen, dass in den kommenden Jahren mit einer weiter 
ansteigenden Inzidenzrate an Lungenkrebs bei Frauen zu rechnen ist.2,5 
In den Industrieländern sind die Gesamtraten an Neuerkrankungen derzeit allerdings 
rückläufig. Dem stehen erhöhte Inzidenzraten in Entwicklungsländern gegenüber.2,1 Dies ist 
auf einer abnehmende Anzahl an Rauchern in der westlichen Welt und dem steigendem 
Konsum von Tabakprodukten in Entwicklungsländern zurückzuführen.1 
In Deutschland nimmt das Bronchialkarzinom die erste Stelle unter den Todesfällen, 
verursacht durch Krebs, ein. Jährlich sterben rund 43000 Menschen an bösartigen 
Neubildungen der Bronchien und der Lunge.6,3 Die höchste Inzidenz hat Lungenkrebs im 
Alter zwischen 75 und 80 Jahren.4 
Allerdings werden maligne Neoplasien der Lunge weitaus weniger häufig diagnostiziert als 
Prostata-, Mamma- und kolorektale Karzinome. Diese Krebsentitäten haben höhere 
Inzidenzraten, jedoch mit 89- bis 99-%igen 5-Jahres-Überlebensraten eine viel geringere 
Mortalität als Lungenkrebs.2 Die durchschnittliche 5-Jahres-Überlebensrate beim 
Bronchialkarzinom stagniert weiterhin auf einem sehr geringen Level, obwohl sie seit den 




Fortschritt ist den, in den letzten Jahren verbesserten Therapiemöglichkeiten, geschuldet, wie 
beispielsweise der neoadjuvanten Chemotherapie und zielgerichteten, individualisierten, auf 
den einzelnen Patienten ausgerichteten Therapien.4 Die nach wie vor hohe Mortalität des 
Lungenkrebs ist ferner durch das Fehlen geeigneter Früherkennungsverfahren, wie sie zum 
Beispiel für Prostata- oder Brustkrebs existieren, zu erklären. Es wurden viele Versuche 
unternommen, durch bildgebende oder zytologische Verfahren eine frühe Diagnose von 
Bronchialkarzinomen zu ermöglichen. Es erwies sich bisher jedoch keine Methode als 
effektiv, die Früherkennung voranzutreiben.8 
Dementsprechend ist zu konstatieren, dass maligne Neoplasien der Lunge sowohl eine große 
Belastung für die betroffenen Patienten, als auch für das öffentliche Gesundheitswesen 






1.2 Einteilung des Bronchialkarzinoms, Ätiologie und Risikofaktoren  
Lungenkrebs wird in zwei Haupttypen eingeteilt: nicht-kleinzelliger Lungenkrebs (= NSCLC 
= non-small cell lung cancer) und kleinzelliger Lungenkrebs (= SCLC = small-cell lung 
cancer). Der nicht-kleinzellige Lungenkrebs macht ca. 80% - 85% aller Lungenkrebsfälle aus, 
der kleinzellige Lungenkrebs ca. 15% - 20%.8 Diese zunächst histologische Einteilung ist 
insbesondere durch das unterschiedliche biologische Verhalten der beiden Krebsformen 
bedeutungsvoll. Daraus resultieren verschiedene Therapiestrategien und 
Überlebensprognosen.4 Der kleinzellige Lungenkrebs ist die aggressivere, schneller 
wachsende Tumorform. NSCLC lässt sich weiterhin in vier histologische Subtypen 
unterteilen: Plattenepithelkarzinome (30% - 40% aller Lungenkrebsfälle), Adenokarzinome 
(25% - 30%), großzellige Bronchialkarzinome (ca. 10%) und andere (zum  Beispiel 
neuroendokrine Tumoren).8 Es existieren zahlreiche Untertypen und mehr als 30% aller 
Lungentumoren sind in ihrer Histologie mehreren Subtypen zuzuordnen.4 
Wie bereits erwähnt, gilt das Zigaretten- und Tabakrauchen als der Hauptrisikofaktor für die 
Entstehung von Bronchialkarzinomen. Dabei korreliert die Anzahl an pack years positiv 
proportional mit dem Risiko an Krebs zu erkranken. Je früher das Rauchen begonnen wird 
und je länger es andauert, desto höher ist die Gefahr der Entwicklung eines Lungenkarzinoms. 
Mit dem Rauchen aufzuhören, senkt das Risiko. Der karzinogene Effekt des Rauchens ist für 
Männer und Frauen gleich groß.10 Auch das Passivrauchen kann als kausaler Risikofaktor 
angesehen werden.11 
Die Exposition mit Stoffen wie Radon, radioaktiver Strahlung und Röntgenstrahlung, Asbest, 
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, Chromaten, Arsen und Nickel erhöhen 
ebenfalls nachweislich das Lungenkrebsrisiko. Die Latenzzeit zwischen der Exposition mit 
diesen Karzinogenen und der Entwicklung von Tumorzellen kann Jahre bis Jahrzehnte 
betragen.4,10,1 
Die allgemeine Luftverschmutzung, insbesondere mit Dieselmotorabgasen und 
Feinstaubbelastung spielt ätiologisch eine Rolle. Darüber hinaus wurden genetische Faktoren 
und der westliche Lebensstil, gekennzeichnet durch Bewegungsmangel, vitaminarmer 
Ernährung (Fehlen von Antioxidantien wie Vitamin C und E) und Alkoholkonsum in 





1.3 Erläuterung der Notwendigkeit von neuen Methoden zur Früherkennung des 
Bronchialkarzinoms 
Die hohe Mortalitätsrate des Bronchialkarzinoms ist weitestgehend der Tatsache geschuldet, 
dass die Krebserkrankung oft erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird. Bei 
nur 20% der Patienten besteht zum Zeitpunkt der Erstdiagnose noch eine Operabilität des 
Tumors.12 
1.3.1 Klinische Symptome des Bronchialkarzinoms 
Diese oftmals zu späte, einen kurativen Therapieansatz erschwerende, Erkennung der 
Krankheit ist darauf zurückzuführen, dass die meisten Patienten entweder keine oder nur sehr 
unspezifische klinische Frühsymptome aufweisen. Die Häufigkeiten der Symptome variieren 
dabei in einer großen Spanne. Eine Einteilung ist anhand der verschiedenen Auswirkungen 
des Tumorwachstums auf den menschlichen Organismus möglich. Folgende Übersicht, in 
Anlehnung an eine Arbeit von Hammerschmidt et al., macht dies deutlich:4,12 
 Symptome, die auf ein endobronchiales Tumorwachstum hinweisen:  
Husten (8% - 75% der Patienten), Dyspnoe (3% - 60%), Hämoptysen (6% - 35%), 
Wheezing und Stridor (0% - 2%) 
 Symptome, die auf ein intrathorakales Tumorwachstum hinweisen:  
Brustschmerz (20% - 49%), Heiserkeit, Horner Syndrom, Pleura- u. Perikardergüsse, 
Dysphagie 
 Systemische Auswirkungen des Krebs (B-Symptomatik): 
Gewichtsverlust (0% - 68%), Fieber (0% - 20%), Nachtschweiß, Schwäche 
 Symptome durch Fernmetastasen verursacht: 
Knochenschmerzen (6% - 25%), pathologische Frakturen, Kopfschmerzen, 
neurologische Ausfälle, Hepatomegalie 
 Symptome paraneoplastischer Syndrome: 





1.3.2 Bildgebende Verfahren zur Früherkennung 
Die Klinik der Patienten kann, wie eben geschildert, nur sehr schwerlich zu einer frühen 
Diagnosestellung herangezogen werden. Daher wurde bereits in der Vergangenheit, seit den 
1970er Jahren, in großen randomisierten multizentrischen Studien nach anderen 
Möglichkeiten gesucht.  
Es wurde zunächst die Eignung von Übersichtsröntgenaufnahmen des Thorax von starken 
Rauchern, entweder allein oder in Kombination mit Sputumzytologien, als potentielle 
Screeningmethoden überprüft. Die geringe Invasivität stellte den entscheidenden Vorteil 
dieser Methoden dar. Allerdings konnte in keiner der Studien eine Mortalitätsreduktion 
nachgewiesen werden. Zwei Arbeiten demonstrieren besonders die Schwierigkeit, 
Lungentumoren auf Röntgen-Thorax-Aufnahmen zu diagnostizieren: Es wurden darin bis 
über drei Zentimeter große Tumoren nicht erkannt.13,11,14 
 
Nach Entwicklung der Computertomografie in den 90er Jahren des vorigen Jahrhunderts 
wurde das Augenmerk erneut auf die Möglichkeit einer sensitiveren Bildgebung zur 
Früherkennung von tumorösen Lungenrundherden gelegt. Besonders von der Anwendung des 
dosisreduzierten Spiral-CT versprach man sich Fortschritte. Damit war eine Detektion von bis 
zu einem Millimeter kleinen nicht-kalzifizierten Knötchen möglich. Die Hauptproblematik 
jedoch war die geringe Spezifität der Methode. Laut einer Mayo Clinic Studie des Jahres 1999 
stellten sich in Nachuntersuchungen von im CT als malignomverdächtig beschriebenen 
Rundherden, weniger als zwei Prozent der detektierten Knoten als maligne heraus.15 Eine 
hochspezifische Unterscheidung zwischen benignen und malignen Knoten kann nicht 
gewährleistet werden. Weiterhin wären ständige Verlaufskontrollen notwendig. Diese 
Tatsache, sowie die hohe Rate an falsch-positiven Ergebnissen führen in der interdisziplinären 
S3-Leitlinie zur Prävention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Lungenkarzinomes der 
Deutschen Gesellschaft für Pneumologie und Beatmungsmedizin des Jahres 2010 zur 
Einschätzung, dass "die CT zum Screening asymptomatischer Risikopersonen nicht 
empfohlen (Empfehlungsgrad B)"11 wird.8 
Zu beachten sind allerdings die 2011 veröffentlichten Ergebnisse des National Lung 
Screening Trials des US National Cancer Institutes.16 Diese bisher größte multizentrische 
Studie schloss über 53000 Hochrisikopersonen (mit früherem oder andauerndem 
Nikotinabusus) ein. Die Probanden wurden in zwei Studienarme randomisiert und nach einer 
Eingangsuntersuchung durch zweimal jährliche Kontrolluntersuchungen entweder mittels 




untersucht. Der primäre Endpunkt der Studie war die Mortalität durch Lungenkrebs.17 Die 
Ergebnisse zeigen eine signifikante Mortalitätsreduktion von 20% durch die Anwendung der 
Computertomografie im Vergleich zur konventionellen Röntgen-Thorax-Aufnahme. Ein 
Problem stellt allerdings die sehr hohe Rate an falsch-positiven Ergebnissen dar. Es bleibt 
abzuwarten, ob weitere laufende europäische Studien die Ergebnisse des US National Cancer 
Institutes bestätigen und dem Screening von Hochrisikopersonen mittels Spiral-CT einen 
größeren Stellenwert einräumen. In diesem Zusammenhang ebenfalls zu beachten sind die 
nicht zu unterschätzenden Kosten, welche durch ein breit angelegtes Screening mittels CT 
dem Gesundheitssystem entständen.18 
 
Die Autofluoreszenzbronchoskopie (AFB) ist ein weiteres bildgebendes Verfahren, in 
welchem für die Unterscheidung von benignen und malignen Zellen eine tumorspezifische 
Veränderung der Gewebeautofluoreszenz angewandt wird. Die hohe Invasivität, die Tatsache, 
dass hauptsächlich zentrale Tumoren visualisierbar sind und die geringe Spezifität von 25% - 
50% verhindern derzeit die Anwendung der AFB als allgemeine Screeningmethode für 
Lungenkrebs.19,8 Es bleibt abzuwarten, ob technische Neuentwicklungen, wie die Video-
Autofluoreszenzbronchoskopie, Narrow Band Imaging (NBI), optische Kohärenztomografie 
oder Endomikroskopie, ihrem Anspruch gerecht werden können, das Explorationsfeld der 
Bronchologie auszuweiten und eine zelluläre in-vivo-Bildgebung zu ermöglichen.19 Die 
Invasivität der Bronchoskopie, mit seltenen, aber nicht ausschließbaren Komplikationen, wie 
Blutungen, Trachealrupturen, Pneumothorax und Laryngospasmus wird allerdings auch in 





1.3.3 Nachweis von Tumormarkern in Körpergeweben und Körperflüssigkeiten 
Die geschilderte eingeschränkte Sensitivität und Spezifität der bildgebenden Verfahren führte 
dazu, den Fokus auf die Untersuchung von molekularen Markern zu verlagern. Der optimale 
Tumormarker müsste in Körpergeweben/-flüssigkeiten (sogenannten "remote media"8) 
detektierbar sein. Diese müssten ohne invasive Methoden, für den Patienten risikoarm und 
durch geringen Aufwand und Kosten gewonnen werden können. Beispiele für mehr oder 
weniger invasiv gewinnbare „remote media“ sind Blut, Sputum, bronchoalveoläre 
Lavageflüssigkeit (BAL) und Atemkondensat (exhaled breath condensate = EBC). 
Obwohl Blut ein ideal gewinnbares Gewebe ist und eine sehr große Anzahl an Tumormarkern 
in Studien untersucht wurde, konnte bisher keiner als spezifisch für den Lungenkrebs 
identifiziert werden. Dies liegt unter anderem daran, dass Blut kein organ-spezifisches 
Medium ist und in Bezug auf DNA-Methylierungen dieselben Genloci in verschiedenen 
Tumorarten betroffen sein können. Dies macht eine Zuordnung zur Krebsentität schwierig.8 
Dieser Nachteil besteht bei Untersuchungen von Sputum nicht. Man kann davon ausgehen, 
dass die Bestandteile des Sputums aus dem unteren Respirationstrakt stammen. Allerdings am 
ehesten aus zentralen Anteilen, was eine Detektion von meist peripher gelegenen 
Adenokarzinomen schwierig machen würde. Es existieren umfangreiche Studien zur DNA-
Methylierung, Mutationen und Mikrosatelliten-Alterationen im Sputum. Die Ergebnisse sind 
widersprüchlich in Bezug auf deren Nachweis im Sputum von Lungenkrebspatienten.8 Es soll 
insbesondere auf eine Arbeit von Palmisano et al. verwiesen werden, in der p16- und MGMT-
Promotormethylierungen bis zu drei Jahre vor der Erstdiagnose im Sputum von 
Lungenkrebspatienten nachgewiesen wurden.20 Auch Belinsky et al. fanden eine starke 
Korrelation zwischen nachgewiesenen p16-Methylierungen im Sputum und dem 
Methylierungsstatus des Gens im zugehörigen Tumorgewebe von Patienten mit 
Lungenkarzinom.21 
Die Resultate von Studien zu DNA-Methylierungsnachweisen in der BAL variieren stark.8 
Im folgenden Abschnitt soll nun das in dieser Arbeit untersuchte "remote medium" - das 
Atemexhalat - näher beschrieben werden und dabei auf seine potentielle Eignung als 







Bereits die Mediziner des antiken Griechenlands hatten erkannt, dass man durch 
Geruchsveränderungen der Ausatemluft von Patienten bestimmte Krankheiten diagnostizieren 
konnte. Man denke an den typischen Geruch eines Patienten im ketoazidotischen Koma.22 Der 
menschliche Geruchssinn wurde demnach als Diagnoseinstrument benutzt. Dies ist natürlich 
in der modernen Medizin nur noch eingeschränkt anwendbar. Doch auch in der Gegenwart ist 
man sich eines entscheidenden Vorteils des Mediums "Atemluft" bewusst: sie kann ohne 
invasive Eingriffe in die Körperintegrität der Patienten und kosteneffizient für diagnostische 
Zwecke gewonnen werden. Daher gelangte die Exhalatuntersuchung seit den 1970er Jahren 
erneut in den Fokus der Wissenschaft, als Pauling und Mitarbeiter erstmals über 200 
verschiedene Stoffe mittels Gaschromatografie in der ausgeatmeten Luft von Probanden 
nachwiesen.22  
Mit Entwicklung besserer Analysetechnologien in den vergangenen Jahrzehnten war eine 
genauere Detektion und Untersuchung der zahlreichen im Exhalat enthaltenen Komponenten 
möglich. Mittlerweile ist die Anzahl auf über 3400 verschiedene detektierbare volatile 
organische Verbindungen angestiegen.23  In zahlreichen Studien gelang es, daraus 
inflammatorische und oxidativen Stress verursachende Marker zu identifizieren, die in der 
Pathogenese vieler Lungenerkrankungen, insbesondere Asthma bronchiale, COPD, 
Bronchiektasen und zystischer Fibrose, eine Rolle spielen.23,22,24 
Im Folgenden soll nun vorrangig auf die Untersuchungen zum Bronchialkarzinom 
eingegangen werden. Review-Paper von Chan et al. 25 und Dent et al.26 geben einen 
umfassenden Überblick über die prinzipiellen Möglichkeiten, mit denen Atemexhalat 
untersucht werden kann (siehe Abschnitte 1.4.1 und 1.4.2). Es ist dabei grundsätzlich die 






1.4.1 Analyse der Gasphase 
Voraussetzung für die Analyse der Gasphase ist die Sammlung der ausgeatmeten Luft in für 
Gase impermeablen Tüten. Anschließend können die Bestandteile mithilfe unterschiedlicher 
Verfahren analysiert werden. 
Stickstoffmonoxid (NO) wird mittels Chemilumineszenzanalyse bestimmt. Eine Studie fand 
erhöhte Werte von NO bei Lungenkrebs.27 
Flüchtige organische Bestandteile ("volatile organic compounds" = VOC), die entweder 
inhalativ aufgenommen und wieder exspiriert werden oder durch biochemische Prozesse im 
Körper entstehen,28 können mit gaschromatografischer/massenspektrometrischer Analyse 
bestimmt werden. Durch die Untersuchung charakteristischer Panels, bestehend aus 13 - 22 
verschiedenen VOC (hauptsächlich Alkan- und Benzolderivate), ist eine Unterscheidung 
zwischen Gesunden und Lungenkrebspatienten möglich. Die Sensivitäten reichen je nach 
Autor von 72% - 100% und die Spezifitäten von 80% – 85%.25 
Ein weiteres technisches Gerät zur Exhalatuntersuchung ist die elektronische Nase (eNose). 
Sie detektiert mittels mikroelektronischer Gassensoren volatile Stoffe in der Atemluft. 
Anschließend werden mittels statistischer und struktureller Analyse der Muster der 
verschiedenen VOC sogenannte "smellprints" berechnet, welche sich zwischen Gesunden und 
Krebspatienten unterscheiden.25 
1.4.2 Atemkondensatuntersuchung 
Kondensation bezeichnet den Vorgang der Umwandlung eines Stoffes aus dem gasförmigen 
in den flüssigen Aggregatzustand unter Abkühlung oder Druckerhöhung.29 
Das Atemkondensat ("exhaled breath condensate" = EBC) ist eine einfach aus dem 
Respirationstrakt gewinnbare Flüssigkeit. Die Kondensatgewinnung verursacht keine 
Irritationen oder Entzündungen der Luftwege, da im Gegensatz zur BAL oder 
Sputumgewinnung keine Inhalation mit hypertoner Kochsalzlösung erforderlich ist. Die 
Patienten führen eine Ruheatmung von zehn- bis zwanzigminütiger Dauer in das Mundstück 
eines kommerziell erhältlichen Sammelgeräts, wie dem in dieser Arbeit verwendeten 
ECoScreen der Firma Jaeger (Hoechberg), durch. Die Luft wird per Schlauchverbindung 
durch ein Kälteaggregat geleitet und das dadurch entstehende Kondensat in einer 
Kühlkammer gesammelt.25,28 
Das gesammelte EBC enthält sehr viele unterschiedliche Komponenten. Den Hauptteil macht 
zu 99,9% kondensierter Wasserdampf aus. Der verbleibende Anteil entsteht durch 




Ammoniak, Wasserstoffperoxid, Laktat, Leukotrienen, Thromboxanen, verschiedenen 
Zytokinen, Peptiden und - für diese Arbeit von grundlegender Bedeutung – geringe Mengen 
von DNA.28,30–32 Das Vorhandensein von nicht-löslichen Bestandteilen, wie Peptiden und 
DNA, in der Kondensatflüssigkeit wird durch die Bildung eines Aerosols beim Kontakt der 
ventilierten Luft in den Atemwegen mit der sogenannten „epithelial lining fluid“ (EFL) 
erklärt.33 Diese extrazelluläre Flüssigkeit bedeckt die Epithelschicht der Alveolen und 
Bronchien.34  
Viele der genannten Marker wurden durch zahlreiche Studien in erhöhter Konzentration bei 
Lungenerkrankungen, wie Asthma, COPD, Bronchiektasen, zystischer Fibrose 
nachgewiesen.25  
Die Bedeutung dieser Biomarker für den Lungenkrebs ist allerdings noch nicht ausreichend 
durch Studien belegt worden. Dennoch geben einige Arbeiten zur Protein- oder DNA-
Untersuchung im Atemkondensat Anlass, die Forschung auf diesem Feld weiter 
voranzutreiben.35,36,32 In einer Studie zu angiogenetischen Markern fand man signifikante 
Unterschiede in den Levels von bFGF, Angiogenin und VEGF im EBC von 17 neu 
diagnostizierten Lungenkrebspatienten im Vergleich zu COPD-Patienten und gesunden 
Freiwilligen.37 In einer Arbeit von Zou et al. aus dem Jahr 2013 wurde eine signifikant höhere 
Konzentration von CEA (carcinoembryonic antigen), SCC (squamous cell carcinoma) 
Antigen und NSE (neuron specific enolase) im Atemkondensat und Serum von Patienten mit 
NSCLC im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen gefunden.38 
Carpagnano und Mitarbeiter zeigten, dass die im EBC gefundene DNA von 80% der 
untersuchten Patienten mit Lungenkrebs Instabilitäten in sogenannten Microsatellites sowie 
einen Verlust an Heterozygosität aufwies, wohingegen nur 35% der gesunden Kontrollgruppe 
diese Alterationen zeigte.39 Gessner et al. konnten p53-Mutationen im Atemkondensat 
nachweisen.32 
Han et al. veröffentlichten Ende 2009 erstmals Ergebnisse über DNA-Methylierungs-
Untersuchungen im EBC bei Patienten mit Lungenkrebs. Sie zeigten eine große inter-
individuelle Variabilität in der Methylierungsdichte und -verteilung der Gene DAPK, PAX5β 
und RASSF1A.40 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, an diesem Forschungsansatz der Atemkondensat-Analyse 





1.5 Bedeutung von epigenetischen Veränderungen bei der Karzinogenese 
In diesem Abschnitt soll näher auf die Rolle von epigenetischen Veränderungen, wie sie 
Methylierungen darstellen sowie auf deren Funktion im physiologischen und 
pathophysiologischen Kontext bei der Entstehung von Tumorzellen eingegangen werden. 
Der Begriff "Epigenetik" ist nicht eindeutig definiert. Waddington beschreibt ihn als 
Untersuchung der epigenesis (griech.: nachträgliche Entstehung). Damit ist die Entwicklung 
zur phänotypischen Ausprägung eines bestimmten Genotyps gemeint.41 Eine andere 
Bedeutung wird dem Begriff in Anlehnung an Russo et al. gegeben. Er wird als Studium der 
mitotisch und/oder meiotisch vererbbaren Veränderungen der Genfunktion definiert, welche 
nicht durch Veränderungen der DNA-Sequenz erklärt werden können.42 Es sind zwei 
epigenetische Systeme von Bedeutung:  
a) das Polycomb/Trithorax-System, welches eine Rolle in der Modifizierung von 
Histonproteinen und damit in der vererbbaren Aktivierung oder Abschaltung von Genen 
spielt; 
b) DNA-Methylierungen, welche im Folgenden genauer beschrieben werden sollen. 
 
Durch das postreplikative Anhängen einer Methylgruppe an eine Nukleotidbase wird Einfluss 
auf die Transkribierbarkeit einer bestimmten Gensequenz ausgeübt. Diese durch DNA-
Methyltransferasen (DNMT) katalysierte Reaktion findet in menschlichen und anderen 
Säugetierzellen nur an Cytosinen statt, denen in der DNA-Sequenz ein Guanin folgt, das heißt 
an sogenannten CpG-Dinukleotiden.43 Die Verteilung der CpG-Dinukleotide innerhalb des 
Genoms ist jedoch nicht regelmäßig. Es finden sich Abschnitte mit geclustert wiederholten 
CpG-Einheiten, welche "CpG-Islands" genannt werden.42 Gardiner-Garden und Frommer 
definierten CpG-Islands als DNA-Abschnitte, die länger als 200 bp sind und einen CG-Gehalt 
von mehr als 50%, sowie einen beobachteten bzw. zu erwartenden CpG-Dinukleotid-Anteil 
von über 60% aufweisen.44 Diese CpG-Islands findet man hauptsächlich in den 
Promotorregionen vieler Gene, wo sie mehrheitlich unmethyliert sind. Dagegen sind etwa 
80% der CpG-Dinukleotide, welche außerhalb von CpG-Islands - in nichtkodierenden 
Genabschnitten liegen - in stark methyliertem Zustand vorzufinden.42 
Dieses physiologische Methylierungsmuster ist bei Krebs verändert. In Tumorzellen lässt sich 
ein Anstieg von Methylierungen in den CpG-Islands der Promotorregionen vieler Gene und 
ein Verlust an Methylierungen der CpG-Nucleotide in nichtkodierenden DNA-Abschnitten 
nachweisen.43 Die Promotorhypermethylierung korreliert dabei mit einer verminderten 




Abschaltung von Genen haben45,46 und es gibt eine mindestens genauso große, wenn nicht 
sogar höhere Anzahl an Genen, die durch Methylierungen inaktiviert und dadurch Krebs-
assoziiert sind, wie durch Mutationen.43  
Eine wichtige Voraussetzung für die Karzinogenese im Allgemeinen postulierte Knudson mit 
seiner "two hit hypothesis". Sie besagt, dass für den vollständigen Funktionsverlust eines 
Tumorsuppressor-Gens beide Allele verändert sein müssen. Dabei wird die Veränderung 
eines Allels als "hit" bezeichnet. Erst durch zwei gleichzeitig vorhandene "hits" in einer Zelle 
wird diese zur malignen Transformation angeregt. Beide Allelveränderungen können sowohl 
genetischen Ursprungs (Keimbahn- oder somatische Mutationen, Translokationen, 





1.6 Bedeutung von p16 als Tumorsuppressor-Gen 
Vor dem Hintergrund der herausragenden Bedeutung von epigenetischen Veränderungen auf 
die Abschaltung von Genen, wird in dieser Arbeit ein wichtiges Tumorsuppressor-Gen auf 
das Vorhandensein von Methylierungen in der Promotorregion untersucht. Dieses soll 
nachfolgend näher vorgestellt werden. 
Das Gen p16 ist auf dem Chromosom 9p21 lokalisiert, welches ein häufiger Ort für 
Allelverluste in Tumorzellen ist. Bestehend aus drei Exons, kodiert es für den Cyclin-D-
abhängigen-Kinase-Inhibitor 2A (= cyclin dependent kinase inhibitor 2A = CDK-Inhibitor 2A 
= CDKN2A)48. CDKN2A ist ein Protein, bestehend aus 156 Aminosäuren, mit einem 
Molekulargewicht von 15,8 kDa und hat großen Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus-
Restriktionspunktes am Übergang von der G1-Phase in die S-Phase.49 Eine verminderte 
Expression von p16 führt zu einem wachstumsfaktor-unabhängigen Übertritt der Zelle in die 
S-Phase. Dies findet sich in einer Vielzahl von malignen Primärtumoren, bei denen p16 auf 
drei verschiedene Arten abgeschaltet sein kann: durch homozygote Deletionen, durch 
Promotormethylierungen oder durch Punktmutationen.49 Homozygote Deletionen und 
Punktmutationen wurden unter anderem bei Lungen-, Ösophagus- und adenoiden Pankreas- 
sowie Plattenepithelkarzinomen an Kopf und Nacken gefunden. Methylierungen wurden 
zusätzlich zu den eben genannten in malignen Tumoren des Hirns, der Brust, des Kolons und 
der Harnblase nachgewiesen.49 
Es ist folglich anzunehmen, dass p16 eine Schlüsselrolle in der Karzinogenese vieler maligner 
Neoplasien spielt. In einer Arbeit von Ligett et al. wird beschrieben, dass annähernd 100% 
aller Primärtumoren des Atmungs- und Verdauungstraktes (insbesondere Lunge, Ösophagus, 
Kopf- und Hals) eine genetische oder epigenetische Veränderung in mindestens einem 
Bestandteil der p16/cyclin D/CDK/Rb-Kaskade aufweisen. Dies ist in der Bedeutung für die 
Krebsentstehung nur mit der Rolle des p53-Tumorsuppressor-Gens gleichzusetzen. 49 Auch 
Tsou und Mitarbeiter beschrieben, dass p16 in fast allen Krebsarten hohe Raten an 
Promotorhypermethylierungen zeigt.50 Dabei ist die Inaktivierung von p16 normalerweise mit 
einer schlechten Prognose assoziiert.51,52 
Nachfolgend soll nun genauer auf die durch p16 beeinflussten zellulären Prozesse 
eingegangen werden. Während der G1-Phase des Zellzyklus werden Cycline der Klassen D 
und E gebildet. Beide Klassen sind von Bedeutung um die Zelle in die S-Phase zu überführen. 
Die D-Cycline binden entweder an die Cyclin-D-abhängige Kinase 4 (= CDK4) oder die 
Cyclin-D-abhängige Kinase 6 (= CDK6) und bilden einen Komplex, der die Phosphorylierung 




den vorher an ihn gebunden Transkriptionsfaktor E2F. Dieser aktiviert wiederum wichtige 
Zell-Zyklus-Regulatorgene, die für den Übergang in die S-Phase notwendig sind.53 
Das Transkriptionsprodukt des p16-Tumorsuppressor-Gens inaktiviert allerdings CDK4 oder 
CDK6 durch kompetitive Verdrängung des Cyclin D aus dem Komplex. Die katalytische 
Wirkung auf die Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins wird dadurch gehemmt, der 
Transkriptionsfaktor E2F bleibt gebunden und es kommt zu einem Zellzyklus-Stopp ohne 
Einleitung der S-Phase.49,52 
Aufgrund der großen Bedeutung von p16 für die Zellzykluskontrolle über die p16/Cyclin 
D/CDK/Rb-Kaskade und damit auf die Karzinogenese vieler maligner Neoplasien wurde in 
zahlreichen Studien von Tumorgewebepräparaten der Methylierungsstatus des Gens und eine 
damit einhergehende Inaktivierung43 untersucht. Einer Übersichtsarbeit von Anglim et al. 
kann entnommen werden, dass der Anteil an Methylierungen von p16, je nach 
Veröffentlichung, von 17% bis 80% (Mittelwert = 43,1% ± 18,1%) reichte. Vorrangige 




2 Zielstellung dieser Arbeit 
Trotz in den vergangenen Jahrzehnten stetig verbesserter Therapiemöglichkeiten, ist das 
Bronchialkarzinom weiterhin die häufigste Krebstodesursache weltweit. 
Eine frühere Erkennung der Krebserkrankung in einem noch nicht weit fortgeschrittenen 
Stadium und der damit verbundene zeitigere Therapiebeginn würden die Mortalität erheblich 
senken. Dies wird eindrucksvoll durch Studien belegt, in denen eine starke Abhängigkeit der 
5-Jahres-Überlebensrate vom Tumorstadium nachgewiesen wurde:  im Tumorstadium III 
betrug die 5-Jahres-Überlebensrate 20%, wohingegen sie im Stadium I deutlich höher bei 
noch 70% lag.28 
Dies macht deutlich, wie wichtig es ist, eine geeignete Früherkennungs- oder 
Screeningmethode zu entwickeln, die die Prognose der Patienten sehr verbessern würde. 
Auf Grundlage dessen, sowie der einleitend geschilderten Sachverhalte zur Bedeutung von 
DNA-Methylierungen in Tumorsuppressor-Genen für die Karzinogenese im Allgemeinen und 
die Bedeutung des p16-Gens beim Lungenkrebs im Speziellen, soll mit dieser Arbeit ein 
Beitrag zur eventuellen Identifikation eines potentiellen Markers für die Früherkennung des 
Bronchialkarzinoms geleistet werden. 
Folgende Methodik findet Anwendung: 
1. Es werden Atemkondensatproben von Patienten mit nachgewiesenem 
Bronchialkarzinom auf das Vorhandensein von Promotormethylierungen im p16-Gen 
untersucht. 
2. Des Weiteren werden in Paraffin eingebettete Proben von Tumorgewebe der Patienten 





Im Zeitraum von Juli 2008 bis Januar 2010 wurde von insgesamt 84 Patienten (62 Männer 
und 22 Frauen) mit zytologisch bzw. histologisch gesichertem Bronchialkarzinom eine 
Atemkondensatprobe entnommen und auf den Methylierungsstatus der Promotorregion des 
p16-Gens untersucht. Die Patienten befanden sich in Behandlung an der  Robert-Koch-Klinik 
in Leipzig (Teil des Thoraxzentrums des Klinikums St. Georg gGmbH). Das Alter betrug 
zwischen 44 und 79 Jahre alt (Median = 66 Jahre). 
Die Mehrzahl der Tumoren machten Adenokarzinome (n=36, entspricht 43%) und 
Plattenepithelkarzinome (n=21; 25%) aus, gefolgt von kleinzelligen Bronchialkarzinomen 
(n=14; 17%), undifferenzierten NSCLC (n=8; 10%) und großzelligen Bronchialkarzinomen 
(n=5; 6%) (Abbildung 1). 
Die Lokalisation des Primärtumors war wie folgt verteilt: 25 zentrale (30%) und 59 periphere 
(70%) Bronchialkarzinome.  
Beim Tumorstadium waren die meisten Proben dem Stadium IV zugehörig: 37 Proben (44%). 
Stadium I und III waren mit jeweils 20 Proben (24%) vertreten und es waren 7 Proben aus 
dem Tumorstadium II (8%) vorhanden. 
Bei 42 Patienten (50%) bestand zum Untersuchungszeitpunkt die Diagnose einer chronisch-
obstruktiven Lungenkrankheit (COPD).  
Bei 29 Patienten (35%) konnte aus den Krankenakten ein Nikotinabusus eruiert werden. 
27 Patienten (32%) erhielten zum oder bereits vor dem Zeitpunkt der Atemkondensatabnahme 
antineoplastische Chemotherapie, drei Patienten (4%) wurden bestrahlt und drei Patienten 





Abb. 1: Anzahl der untersuchten Atemkondensate 
 













Alter in Jahren Median 67 64 66 
  (min - max) (44 - 79) (45 - 77) (44 - 79) 
Tumorlage Zentral 20 5 25 
    (32%) (23%) (30%) 
  Peripher 42 17 59 
    (68%) (77%) (70%) 
Tumorart Adeno 26 10 36 
    (42%) (45%) (43%) 
  Plattenepithel 17 4 21 
    (27%) (18%) (25%) 
  NSCLC 5 3 8 
    (8%) (14%) (10%) 
  großzellig 3 2 5 
    (5%) (9%) (6%) 
  kleinzellig 11 3 14 
    (18%) (14%) (17%) 
Tumorstadium I 14 6 20 
  (23%) (27%) (24%) 
 II 4 3 7 
  (6%) (14%) (8%) 
 III 18 2 20 
  (29%) (9%) (24%) 
 IV 26 11 37 





















COPD Keine COPD 27 15 42 
    (44%) (68%) (50%) 
  GOLD I 4 3 7 
    (6%) (14%) (8%) 
  GOLD II 19 3 22 
    (31%) (14%) (26%) 
  GOLD III 11 1 12 
    (18%) (5%) (14%) 
  GOLD IV 1 0 1 
    (2%) (0%) (1%) 
Raucher ja 23 6 29 
    (37%) (27%) (35%) 
  nein 39 16 55 
    (63%) (73%) (65%) 
Therapie keine 39 12 51 
    (63%) (55%) (61%) 
  Chemotherapie 18 9 27 
    (29%) (41%) (32%) 
  Radiatio 2 1 3 
    (3%) (5%) (4%) 
  
Chemotherapie + 
Radiatio 3 0 3 





Von 22 der 84 untersuchten Patienten existierten im Archiv des Instituts für Pathologie und 
Tumordiagnostik des Klinikums Sankt Georg Leipzig in Paraffin eingebettete 
Tumorpräparate. Es handelte sich um histologisch gesicherte Proben von 10 
Adenokarzinomen, 7 Plattenepithelkarzinomen, 3 großzelligen Bronchialkarzinomen, einem 
undifferenzierten NSCLC und einem kleinzelligen Bronchialkarzinom.  
Die davon angefertigten 5 µm dicken Schnitte wurden ebenfalls auf DNA-Methylierungen im 
p16-Gen untersucht. 
 
















Alter in Jahren Median 70 65 69 
  (min - max) (52 - 79) (64 - 69) (52 - 79) 
Tumorart Adeno 8 2 10 
    (44%) (50%) (45%) 
  Plattenepithel 7 0 7 
    (39%) (0%) (32%) 
  NSCLC 1 0 1 
    (6%) (0%) (5%) 
  großzellig 1 2 3 
    (5%) (40%) (11%) 
  kleinzellig 1 0 1 
    (5%) (0%) (4%) 
Tumorstadium I 11 2 13 
  (61%) (50%) (59%) 
 II 3 2 5 
  (17%) (50%) (23%) 
 III 2 0 2 
  (11%) (0%) (9%) 
 IV 2 0 2 
  (11%) (0%) (9%) 
Raucher ja 6 0 6 
    (33%) (0%) (27%) 
  nein 12 4 16 




Therapie keine 17 4 21 
    (94%) (100%) (95%) 
  Chemotherapie 1 0 1 
    (6%) (0%) (5%) 
  Radiatio 0 0 0 
    (0%) (0%) (0%) 
  
Chemotherapie + 
Radiatio 0 0 0 




4.1 Geräte und Software 
4.1.1 Geräte 
Analysenwaage „Explorer“ 
Drucker HP deskjet 5550 






Kühlschrank Foron dkk185 
Kühlschrank Siemens -20°C 
Mikrowelle HMT 700A 
 
Pipetten (Lab Mate)  
Rotor Gene RG-3000 
Spektralphotometer  
Thermomixer 5437 




OHAUS®, Nänikon, Schweiz 
Hewlett-Packard GmbH, Böblingen 
SEIKO PRECISION (Europe) GmbH, 
Hamburg 
Erich Jaeger GmbH, Würzburg 
VARIOMAG®, Daytona Beach, USA 
Roth®, Karlsruhe 
SANOclav®, Bad Überkingen - Hausen 
Foron 
Siemens AG, München 
Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhöhe 
ABIMED GmbH, Langenfeld 
Corbett Life Science® 
Heλios® 
Eppendorf AG, Hamburg 
Decon Science Tec GmbH, Hohengandern 
Scientific Industries Inc., New York, USA 
Eppendorf AG, Hamburg 
 
4.1.2 Software 
DeVision G 1.0 





Decon Science Tec GmbH, Hohengandern  
Microsoft Corporation, Redmond, USA 
Corbett Life Science® 
SPSS Inc., IBM, Chicago, USA 
Materialien 
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4.2 Substanzen und Chemikalien 
4.2.1 DNA-Extraktion 
Ethanol 96% 
Herring Sperm DNA (10 mg/ml) 
Proteinase K (30 mg/ml) 
QIAamp® DNA Mini Kit 
QIAamp® FFPE Tissue Kit 
Xylol 99% 
Apotheke Klinikum St. Georg, Leipzig 
Promega®, Madison WI, USA 
Roth®, Karlsruhe 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
Apotheke Klinikum St. Georg, Leipzig 
4.2.2 Bisulfitbehandlung 
EpiTect® Bisulfite Kit 
Rnase-free water 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
4.2.3 PCR 
Aqua dest. 
EpiTect® MSP Master Mix 
EpiTect® - methylated human control DNA 
(bisulfite converted) (10 ng/µl) 
EpiTect® - unmethylated human control 
DNA (bisulfite converted) (10 ng/µl)  
HotStarTaq® Master Mix 
Primer 
QuantiTect SYBR Green PCR Kit 
Rnase-freies Wasser 
Apotheke Klinikum St. Georg, Leipzig 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
 
QIAGEN® GmbH, Hilden 
Eurofins MWG GmbH, Ebersberg 
QIAGEN® GmbH, Hilden 




Gel Loading Dye, Blue (6x): 
2,5% Ficoll 400 
10 mM EDTA 
3,3 mM Tris-HCl 
0,017% SDS 
0,015% Bromophenol-Blau 
Invitrogen®, Darmstadt  
Roth®, Karlsruhe 








Low Molecular Weight DNA Ladder 
50 bp DNA Ladder 
50x TAE-Puffer: 
Tris: 242,28 g/L (2,00 mol/L) 
EDTA-Na: 18,61 g/L (0,05 mol/L) 
 
Essigsäure: 60,05 g/L (1,00 mol/L) 
(pH: 8,0 +/- 0,2) 
New England BioLabs®, Frankfurt/Main 
New England BioLabs®, Frankfurt/Main 
 
Roche GmbH,  Grenzach-Wyhlen 






20 mM Tris-Acetat 
50 mM Kaliumacetat 
10 mM Magnesiumacetat 
1 mM Dithiothreitol 
(pH: 7,9 bei 25°C) 
Restriktionsenzym BstUI 






New England BioLabs®, Frankfurt/Main 
4.3 Laborbedarf 
Eppendorfröhrchen (1,5 ml) 
Erlenmeyer Kolben (250 ml) 
Handschuhe Peha-soft® 
Magnetrührstäbchen PLASTIKBRAND® 
PCR-Tubes (0,2 ml)  
Pipetten-Spitzen (epT.I.P.S.) 
Eppendorf AG, Hamburg 
Ilmabor, Ilmenau 
P. Hartmann AG, Heidenheim  
Brand GmbH & Co. KG, Radebeul 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht  





Die Schwierigkeit der Atemkondensatanalyse bestand zunächst in der Findung geeigneter 
Versuchsabläufe, die es ermöglichten, trotz des geringen DNA-Gehaltes in den 
Kondensatproben reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.  
Daher wird im Kapitel 5.2 zunächst auf die Beschreibung der einzelnen Versuche und Schritte 
bis zur Etablierung des Versuchsablaufes mit den entsprechenden PCR-Einstellungen für die 
Analyse des Methylierungsstatus von extrahierter DNA aus Atemkondensat eingegangen. 
Dabei wird auf einige Details verzichtet, da nur die Überlegungen zur Methodenfindung 
skizziert werden sollen. 
Im anschließenden Kapitel 5.3 wird jeder Untersuchungsschritt ausführlich mit den 




5.2 Entwicklung der Methodik und der Versuchsdurchführung 
5.2.1 DNA-Konzentrationsmessung 
Zunächst wurde versucht, den DNA-Gehalt in den Atemkondensatproben nach erfolgter 
Extraktion mittels QIAamp® DNA Mini Kit der Firma QIAGEN® durch 
spektralphotometrische Messung (Heλios®) bei einer Wellenlänge von 260 nm zu bestimmen. 
Allerdings war durch dieses Verfahren keine DNA nachweisbar. 
 
5.2.2 Real-time PCR housekeeping Gen beta-Actin 
In Folge des fehlenden photometrischen Nachweises von Nukleinsäure wurde versucht, 
mittels real-time PCR das housekeeping Gen beta-Actin in den Atemkondensatproben nach 
durchgeführter DNA-Extraktion nachzuweisen. Die verwendeten Primer hatten folgende 
Sequenzen:  
beta-Actin Forward (= F): 5’–CGAGCGCGGCTACAGCTT–3’,  
beta-Actin Reverse (= R): 5’–TCCTTAATGTCACGCACGATTT–3’. 
Das Volumen eines PCR-Ansatzes betrug 25 µl und enthielt folgende Substanzen:  
12,5 µl QuantiTect SYBR Green Polymerase (QIAGEN®), je 1 µl Primer F und Primer R,  
5 µl DNA, 5,5 µl H2O.  
 
Das PCR-Programm des Thermocyclers war folgendermaßen konfiguriert:  
zwei Minuten 50°C; zehn Minuten Denaturierung bei 95°C; 35 Zyklen: 15 s bei 96°C 
(Denaturierung), 15 s bei 60°C (Annealing), 20 s bei 72°C (Synthese); sieben Minuten bei 
72°C (Synthese). Da keine PCR-Produkte nachweisbar waren, wurde die Anzahl der Zyklen 
bis auf 50 erhöht, was allerdings auch nicht zu Ergebnissen führte. 
In Folge dessen wurde die real-time PCR mit der QuantiTect SYBR Green Polymerase für die 
Arbeit mit Atemkondensaten für ungeeignet befunden. 
 
5.2.3 PCR beta-Actin und Gelelektrophorese 
Eine PCR mit HotStarTaq® Master Mix (QIAGEN®) als Polymerase und den oben 
beschriebenen beta-Actin-Primern brachte den ersten DNA-Nachweis im Atemkondensat. 
Dabei wurde jedes Atemkondensat mittels zweier Proben amplifiziert: eine native Probe ohne 
vorgenommene DNA-Extraktion und eine Probe nach durchgeführter DNA-Extraktion mit 
dem QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN®). Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und 
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Konfiguration des Thermocyclers sind den Tabellen 3 und 4, die Ergebnisse Abbildung 2, 
Seite 35 zu entnehmen. 
 
Tabelle 3: PCR-Ansatz beta-Actin 
HotStarTaq® Master Mix 
Primer beta-Actin Forward 
Primer beta-Actin Reverse 




Kondensat nativ: 10,5 µl + 0 µl H2O 
Kondensat DNA-isoliert:  
5 µl + 5,5 µl H2O 
Kontroll-DNA: 2 µl + 8,5 µl H2O 
 
Tabelle 4: Thermocycler-Programm beta-Actin 
 Zeit Temperatur 
Denaturierung 10 min 95°C 









Synthese 10 min 72°C 
 
5.2.4 PCR mit p16-M2- und p16-U2-Primern 
Nach erfolgreichem Nachweis des housekeeping Gens beta-Actin im Atemkondensat wurde 
anschließend eine PCR von konvertierter DNA (nach Bisulfitbehandlung) aus 
Atemkondensaten mit p16-M2- und p16-U2-Primern durchgeführt. Auch hierbei zeigte sich, 
dass eine real-time PCR mit QuantiTect SYBR Green nicht zu Ergebnissen führte. Auch der 
Austausch der Polymerase mit nachfolgender Verwendung von EpiTect® MSP Master Mix 
(QIAGEN®) erbrachte keine Banden in der anschließenden Gelelektrophorese. Es wurde 
daraufhin die spezifische Primerbindung an methylierter und unmethylierter Kontroll-DNA in 
Abhängigkeit der Annealingtemperatur untersucht, um unspezifisches Bindungsverhalten als 
Ursache für fehlende Amplifikation auszuschließen. Es konnte festgestellt werden, dass nur 
bei genauem Einhalten der Annealingtemperaturen für die p16-M2- (65°C) und die p16-U2-




5.2.5 Vermessung der bisulfitbehandelten DNA und nested-PCR 
Weiterhin wurde probeweise eine photometrische Vermessung von DNA-Extrakten aus Blut 
und Pleurapunktat bei einer Wellenlänge von 260 nm durchgeführt, um den Einfluss der 
EpiTect® Bisulfit Behandlung (QIAGEN®) auf den DNA-Gehalt zu untersuchen. Die 
Ergebnisse in Tabelle 11 in Abschnitt 6.2 zeigen eine deutliche Verminderung des DNA-
Gehaltes in den Proben nach der Bisulfitbehandlung. 
Da sich dieser Umstand negativ auf den ohnehin schon sehr geringen DNA-Anteil im 
Atemkondensat auswirkt, wurde im Anschluss nach einer Möglichkeit gesucht, die DNA-
Amplifikation zu optimieren.  
In Folge dessen wurde eine nested-PCR durchgeführt, wobei im ersten Run p16-außen-Primer 
verwendet wurden. Diese binden unspezifisch an sowohl methylierte als auch unmethylierte 
konvertierte DNA. Im Anschluss erfolgte eine weitere PCR mit den Reaktionsprodukten der 
ersten PCR, dann mit den spezifisch bindenden p16-M2- und p16-U2-Primern. Es wurden 
mehrere Verdünnungsreihen von Kontroll-DNA getestet und die Zykluszahl bei den 
Atemkondensaten bis auf 50 erhöht. Außerdem wurden die Mengen der DNA in den PCR-
Ansätzen variiert (außen: von 10,5 µl bis 3 µl; innen: von 8 µl bis 1 µl).  Allerdings konnten 
zunächst keinerlei positive Ergebnisse in der Gelelektrophorese erzielt werden. 
 
Ein anderer Ansatzpunkt den DNA-Gehalt zu erhöhen, brachte letztendlich den gewünschten 
Erfolg. Es wurde vor der DNA-Extraktion mittels QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN®) 
Herring Sperm DNA (10 mg/ml) der Firma Promega® in einem Volumenverhältnis von 1:200 
zu den Atemkondensatproben gegeben. Diese Carrier-DNA diente dazu die 
Extraktionsverluste durch unspezifische Bindungen in einer Spinnsäule während der 
Zentrifugation zu verringern. In Verbindung mit der oben beschriebenen nested-PCR konnten 








Die Gewinnung des Atemkondensats erfolgte mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen 
Sammelgeräts, des ECoScreen der Fa. Jaeger. Dieses System besteht aus einem Kälteaggregat 
vom Typ Thermo Haake EK 20, Kühlmittelleitungen, Kühlmanschette und 
Inspirations/Exspirations-Ventilblock. 
Jeder Patient wurde gebeten, über 20 Minuten eine Ruheatmung über die 
Probenentnahmeeinrichtung durchzuführen. Nach Abschluss der Atemkondensatgewinnung 
wurden die gesammelten Proben entweder umgehend für die DNA-Extraktion 
weiterverwendet oder bei -20°C tiefgefroren und später verarbeitet. 
 
5.3.1.2 Tumorpräparate 
Die 5 µm dicken Paraffinschnitte von Tumorgewebe wurden freundlicherweise durch das 







Die DNA-Extraktion aus den Atemkondensaten erfolgte mit dem QIAamp® DNA Mini Kit 
der Firma QIAGEN®. Es wurde versucht die kompletten, sehr unterschiedliche Volumina 
umfassenden, Atemkondensat-Proben zu verwenden, da der DNA-Gehalt sehr gering war. 
Aus diesem Grund musste die im QIAamp DNA Blood Mini Kit Handbook beschriebene 
Prozedur zur DNA-Extraktion auf die größeren Volumina angepasst werden. Zunächst  
wurden nacheinander folgende Substanzen mit den im Handbuch festgelegten 
Mischungsverhältnissen zu den Atemkondensaten zugegeben: Lyse-Puffer AL (1:1), 
Proteinase K (30 mg/ml) (1:10). Zusätzlich wurde Herring-Sperm DNA (10 mg/ml) als 
Carrier-DNA (1:200) hinzugefügt. Es folgte die Durchmischung durch kurzes Vortexen und 
die Aufteilung von jeweils 950 µl der Suspension auf Eppendorfröhrchen (1,5 ml). Diese 
wurden anschließend bei 56°C für 10 Minuten inkubiert. Es schlossen sich eine kurze 
Zentrifugation, die Zugabe von 450 µl Ethanol (96%) in jedes Eppendorfröhrchen und die 
erneute Durchmischung durch 15-sekündiges Vortexen an. Die gesamte Menge einer 
Atemkondensat-Probe wurde dann durch mehrfaches Zentrifugieren in eine QIAamp Spin 
Column gefällt. Die weiteren Schritte wurden wie folgt durchgeführt: zwei DNA-
Säulenwaschschritte mit 500 µl Waschpuffer AW1 und AW2, Zentrifugation, Lösung der 
DNA durch 10-minütige Inkubation mit 30 µl Elutionspuffer AE bei Raumtemperatur und 
Zentrifugation. 
5.3.2.2 Tumorpräparate 
Für die DNA-Extraktion aus den Paraffinschnitten wurde das  QIAamp® DNA FFPE Tissue 
Kit der Firma QIAGEN® verwendet und alle Extraktionsschritte exakt nach Anleitung des 
Handbuchs durchgeführt: Um das Paraffin zu entfernen wurden die 5 µm dicken 
Probenschnitte zunächst in einem Eppendorfröhrchen (1,5 ml) mit 1 ml Xylol (99%) durch 
Vortexen gemischt, 2 Minuten bei Raumtemperatur mit Maximalgeschwindigkeit 
zentrifugiert und dann der Überstand abpipettiert und verworfen. Anschließend wurden 
dieselben Schritte mit 1 ml Ethanol (96%) wiederholt. Es schloss sich die Inkubation der 
Proben mit geöffnetem Deckel der Eppendorfröhrchen für 10 Minuten bei 37°C an, bis das 
Ethanol komplett verdampft war. Die verbleibenden Pellets wurden dann erneut in 180 µl 
Puffer ATL und 20 µl Proteinase K gelöst, für eine Stunde bei 56°C und anschließend für eine 
weitere Stunde bei 90°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 200 µl Puffer AL und 200 µl 
Ethanol (96%), Durchmischung durch Vortexen, Transfer in QIAamp MinElute Columns, 
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zwei Säulenwaschschritte mit 500 µl Puffer AW1 und 500 µl Puffer AW2 und anschließende 
Zentrifugation. Abschließend wurden 40 µl Elutionspuffer ATE hinzugefügt, bei 
geschlossenen Eppendorfröhrchendeckel für eine weitere Minute inkubiert, um dann durch 
einminütige Zentrifugation die DNA zu lösen. 
 
5.3.3 Bisulfitbehandlung 
Zur Analyse des Methylierungsstatus der DNA war eine Behandlung mit Natrium-Bisulfit 
notwendig. Der zugrunde liegende Mechanismus dabei ist folgender: Es kommt durch 
Inkubation der DNA mit Natrium-Bisulfit zu einer Desaminierungsreaktion und damit zur 
kompletten Konversion der unmethylierten Cytosine zu Uracil, wohingegen methylierte 
Cytosine unverändert bleiben. Die daraus resultierende Veränderung der DNA-Sequenz kann 
anschließend mittels spezifisch bindenden Primern weiter untersucht werden.54 
In dieser Arbeit wurde für die Behandlung der extrahierten DNA-Proben das EpiTect® 
Bisulfite Kit der Firma QIAGEN® verwendet. Alle Schritte wurden gemäß Handbuch 
durchgeführt: 20 µl der DNA-Lösung wurden mit 85 µl Bisulfite Mix und 35 µl DNA-Schutz-
Puffer in einem PCR-Tube (0,2 ml) gemischt. Anschließend erfolgte die Inkubation im 
Thermocycler (Tabelle 5). 
Tabelle 5: Thermocyclerprogramm für die Bisulfit-Konversion 
 Zeit Temperatur 
Denaturierung 5 min 99°C 
Inkubation 25 min 60°C 
Denaturierung 5 min 99°C 
Inkubation 85 min 60°C 
Denaturierung 5 min 99°C 
Inkubation 175 min 60°C 
 
Danach wurden die Proben in Eppendorfröhrchen (1,5 ml) überführt und 560 µl BL-Puffer 
mit Carrier-RNA (10 µg/ml) zugesetzt. Die nachfolgenden Säulenwaschschritte wurden, wie 
im Handbuch angegeben, durchgeführt: Zentrifugation, Zugabe von 500 µl Waschpuffer BW, 
Zentrifugation, Inkubation mit 500 µl Desulfonierungspuffer BD für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur, Zentrifugation, erneutes zweimaliges Waschen mit 500 µl Waschpuffer BW 
und Zentrifugation. Abschließend erfolgte die Lösung der konvertierten DNA mit 20 µl 




Aufgrund des geringen isolierten DNA-Gehaltes der Proben erwies es sich als erforderlich 
eine nested-PCR durchzuführen, wodurch die Amplifikationsprodukte in der 
Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden konnten. Um eine möglichst genaue 
Diskrimierung des Methylierungsstatus zu erreichen, wurde als Polymerase das EpiTect® 
MSP Master Mix Kit (QIAGEN®) verwendet. Der entscheidende Vorteil dieser Polymerase, 
im Vergleich zu üblicherweise verwendeten TaqDNA-Polymerasen, besteht in der genaueren 
Detektion von sogenannten Primer-Mismatches. Solche Mismatches treten auf, wenn Primer 
für methylierte konvertierte DNA-Abschnitte auch unspezifisch an unmethylierte konvertierte 
DNA binden. Eine normale TaqDNA-Polymerase amplifiziert die DNA trotzdem, 
wohingegen die EpiTect® MSP Master Mix Polymerase die Kettenverlängerung bei Mismatch 
abbricht und dadurch die Anzahl der falsch-positiven Amplifikationsprodukte minimiert wird. 
In dieser Arbeit wurde die nested-PCR wie folgt durchgeführt. Die bisulfitbehandelten DNA-
Proben wurden zunächst mithilfe unspezifischer Primer (p16-außen) amplifiziert, die sowohl 
an methylierte als auch an unmethylierte konvertierte DNA binden können. Danach erfolgte 
eine zweite PCR („innen“) dieser Reaktionsprodukte mit spezifisch bindenden Primern für 
methylierte (p16-M2) und unmethylierte (p16-U2) konvertierte DNA. Diese spezifischen 
Primer unterschieden sich dabei in jeweils 3 Basenpaaren für Sense (= Forward) und 
Antisense (= Reverse). Die Sequenzen sind Tabelle 6 zu entnehmen. Alle verwendeten Primer 
wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH synthetisiert. 
 
Tabelle 6: Verwendete Primer für die methylierungsspezifische PCR 
Primer Sequenz* Referenz 
p16-außen-F 5’ – GAAGAAAGAGGAGGGGTTGG – 3’ Palmisano et al.20 
p16-M2-F 5’ – TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC – 3’ Herman et al.54 
p16-U2-F 5’ – TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT – 3’ Herman et al.54 
   
p16-außen-R 5’ – CTACAAACCCTCTACCCACC – 3’ Palmisano et al.20 
p16-M2-R 5’ – CCACCTAAATCGACCTCCGACCG – 3’ Herman et al.54 
p16-U2-R 5’ – CCACCTAAATCAACCTCCAACCA – 3’ Herman et al.54 
* Die durch Fettdruck und Unterstreichung markierten Basen zeigen die Sequenzunterschiede, die für eine 






5.3.4.1 Äußere PCR 
Das Volumen eines PCR-Reaktionsansatzes betrug 25 µl. Die Zusammensetzung ist Tabelle 7 
zu entnehmen. 
 
Tabelle 7: PCR-Ansatz p16-außen 
EpiTect® MSP Master Mix 
Primer p16-außen Forward 









Die Substanzen wurden mit sterilen Filtertips in PCR-Tubes (0,2 ml) pipettiert und durch 
schwaches Vortexen gemischt. Die PCR wurde im Thermocycler Rotor Gene RG-3000 
(Corbett Life Science®) mit den in Tabelle 8 angegeben Programm-Einstellungen 
durchgeführt. 
 
Tabelle 8: Thermocycler-Programm äußere PCR 
 Zeit Temperatur 
Denaturierung 10 min 95°C 




















5.3.4.2 Innere PCR 
Die Amplifikationsprodukte der p16-außen-Reaktion wurden für die innere PCR mit den p16-
M2-Primern und p16-U2-Primern verwendet. Die Durchführung war bis auf veränderte 
Mischungsverhältnisse im Reaktionsansatz (Tabelle 9) und andere Temperatureinstellungen 
(Tabelle 10) identisch. 
Tabelle 9: PCR-Ansatz p16-M2 und p16-U2 
EpiTect® MSP Master Mix 
Primer p16 - M2 / U2 Forward 
Primer p16 - M2 / U2 Reverse 








Tabelle 10: Thermocycler-Programm innere PCR 
 Zeit Temperatur 
Denaturierung 10 min 95°C 







65°C (M2)/60°C (U2) 
72°C 
Synthese 10 min 72°C 
 
5.3.5 Gelelektrophorese 
Die Herstellung des Elektrophoresegels erfolgte durch Mischung von 6 g Agarose mit 150 ml 
1x TAE-Puffer. Das Puffer-/Agarosegemisch wurde dann in der Mikrowelle erhitzt und 
mittels Magnetrührstäbchen und Electronicrührer blasenfrei zur Abkühlung gebracht. Es 
erfolgte die Zugabe von 10 µl Ethidiumbromid (1%) und das Ausgießen in einer Gelkammer, 
wobei jeweils 20 Taschen pro Gel geschaffen wurden. Die Bestückung der Taschen erfolgte 
mit einem Gemisch von 10 µl der PCR-Produkte mit 1 µl Gel Loading Dye, Blue (6x) (New 
England BioLabs®). Folgende DNA-Ladder wurden verwendet: Low Molecular Weight DNA 
Ladder und 50 bp DNA Ladder der Firma New England BioLabs®. 
Die Elektrophorese wurde mit einer anliegenden Spannung von 100 V für 45 Minuten 
durchgeführt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte am Computer durch Visualisierung der 
DNA-Banden mittels UV-Transilluminator UST-20M-8E und der Software DeVision G 1.0 




Als Kontrolle wurden die Proben mit positivem Methylierungsstatus in der Elektrophorese 
(PCR-Produkte mit p16-M2-Primern) anschließend mit dem Restriktionsenzym BstUI (New 
England BioLabs®) aus Bacillus stearothermophilus U458 verdaut. Diese 
Restriktionsendonuklease schneidet an der Schnittstelle 5’-CG↓CG-3’, welche nur bei 
Vorhandensein von Methylierungen der beiden Cytosine nach der Bisulfitbehandlung und 
Amplifizierung existiert. Bei unmethylierter DNA kommt es an dieser Stelle zu einer 
Konversion zu 5’-TGTG-3’ und es kann keine Restriktion erfolgen. 
Folgender Ansatz für den Restriktionsverdau wurde verwendet: 8 µl der PCR-Produkte 
wurden mit 1 µl Enzym BstUI und 1 µl NEBuffer 4 durch Vortexen gemischt und nach kurzer 
Zentrifugation für 1 Stunde bei 60°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Gelelektrophorese 






6.1 Nachweis des housekeeping Gens beta-Actin im Atemkondensat 
Nach anfänglicher Schwierigkeit DNA in Atemkondensatproben nachzuweisen, gelang die 
Detektion des housekeeping Gens beta-Actin mittels PCR und anschließender 
Gelelektrophorese. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und die Einstellungen des 
Thermocyclers sind im Abschnitt 5.2.3 in den Tabellen 3 und 4 zu finden.  
Es wurde jeweils eine Probe mit unveränderter Atemkondensatflüssigkeit („nativ“) und eine 
Probe mit daraus isolierter DNA  (QIAamp® DNA Mini Kit, QIAGEN®) von Patienten ohne 
Lungenkarzinom für die Amplifizierung mit beta-Actin-Primern verwendet. Die nativen 
Proben zeigten in der Gelelektrophorese geringe bis nicht sichtbare Banden, wohingegen die 
Proben aus extrahierter DNA eindeutige Banden und damit den Nachweis des beta-Actin-
Gens im Atemkondensat lieferten (Abbildung 2). 
 




Abb. 2: Gelelektrophorese der PCR-Produkte mit beta-Actin Primern von 3 Atemkondensatproben (Patienten 
ohne Bronchialkarzinom) und Kontroll-DNA, Länge des Amplifikationsproduktes = 60 bp; „nativ“ = 
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6.2 Einfluss der EpiTect® Bisulfitbehandlung  auf den DNA-Gehalt  
Die spektralphotometrische Vermessung (λ=260 nm) von DNA aus Pleurapunktat, Blut und 
Paraffinschnitten von Tumorpräparaten vor und nach Durchführung der EpiTect® 
Bisulfitbehandlung (QIAGEN®) zeigte eine deutliche Verminderung des DNA-Gehaltes nach 
der Konversion. 
 
Tabelle 11: Spektralphotometrische Vermessung (λ=260 nm) von 6 DNA-Proben vor und nach 
Bisulfitbehandlung 
 Vor Bisulfitbehandlung Nach Bisulfitbehandlung 




Pleurapunktat 0,064 32,2 0,036 18,2 
Blut 0,104 52,0 0,065 32,4 
Paraffin 19 0,189 94,7 0,045 22,7 
Paraffin 20 0,177 88,7 nicht messbar nicht messbar 
Paraffin 22 0,019 9,6 0,008 4,2 



















6.3 Ergebnisse PCR des p16-Genfragments im Atemkondensat 
In 34 der untersuchten 84 Patientenproben konnte mittels nested-PCR und 
Bandenvisualisierung in der Gelelektrophorese das p16-Gen im Atemkondensat 
nachgewiesen werden. Dies entsprach einem Anteil von 40%. 
Bei 18 der 34 positiven Proben konnte eine Promotormethylierung nach nested-PCR mit 
spezifischen p16-M2-Primern und anschließender positiver Restriktion mittels 
Restriktionsendonuklease BstUI gefunden werden. Nur die Kombination aus positiver M-
Bande in der PCR und positivem Restriktionsverdau konnte als Nachweis für eine 
Methylierung gewertet werden. Dadurch konnten unspezifische Primerbindungen und damit 
falsch-positive Ergebnisse ausgeschlossen werden. Dies war bei vier Proben der Fall. Sie 
zeigten in der PCR positive M-Banden, es erfolgte jedoch keine Restriktion. Der DNA-
Nachweis war damit positiv, jedoch konnte die in der PCR positiv gezeigte Methylierung 
nicht bestätigt werden. Weiterhin zeigten 7 der 18 Proben mit erfolgreicher Restriktion 
sowohl positive Banden mit M- als auch mit U-Primern. 12 Proben zeigten alleinig positive 
U-Banden.  
Zusammenfassend ist zu sagen, dass 53% (n=18) der 34 Atemkondensate, in denen DNA 
nachgewiesen werden konnte, p16-Gen-Promotormethylierungen enthielten. 47% (n=16) 
waren unmethyliert. 
 
                                   PCR mit p16-M2-Primern                                    PCR mit p16-U2-Primern 
 







                           E092 E093 E094 E095 E096 E097    U      M      Neg.  E092 E093 E094 E095 E096 E097     U       M     Neg. 
Abb. 3: Gelelektrophorese der PCR-Produkte (Länge: 234 bp) von 6 Atemkondensatproben (E092 – E097) nach 



















6.3.1 Einflussfaktoren auf die Menge des gewonnenen Atemkondensat und die 
Nachweisbarkeit von p16 
6.3.1.1 COPD-Grad der Patienten 
Es wurde ein möglicher Zusammenhang zwischen der Ausprägung einer chronisch-
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) der Patienten und der gewonnenen 
Atemkondensatmenge nach einer 20-minütigen Ruheatmung in das Mundstück des 
EcoScreen-Sammelgeräts untersucht.  Abbildung 4 zeigt die Verteilung der erhaltenen 
Atemkondensatvolumina in Beziehung zum COPD-Schweregrad der Patienten. In allen 
Schweregraden waren die Volumina sehr heterogen verteilt. Eine univariate Varianzanalyse 
ergab, dass die Ausprägung der Obstruktion keinen signifikanten Einfluss auf die gewonnene 
Menge des Kondensats hatte (p=0,478). 
 
 
Abb. 4: Volumina der Atemkondensatproben in Abhängigkeit vom COPD-Grad der 







Tabelle 12: Mittelwerte der gewonnenen Atemkondensatvolumina abhängig vom 






(in  μl) 
Keine COPD 2365,63 860,086 
GOLD I 2450,00 100,000 
GOLD II 2741,18 735,747 
GOLD III 2310,00 1228,775 
GOLD IV 3400,00 0 




































6.3.1.2 Nachweisbarkeit von p16 
Um den möglichen Einfluss der Volumina der Kondensatproben zu untersuchen, wurden die 
Probenmengen der Kondensate, in denen das p16-Gen nachgewiesen wurde mit den 
Probenmengen der Kondensate ohne DNA-Nachweis verglichen. Die Volumina der 
Atemkondensatproben der Gruppen „positiver DNA-Nachweis“ (Mittelwert = 2661 ± 743 μl) 
und „kein DNA-Nachweis“ (Mittelwert = 2376 ± 930 μl) unterschieden sich nicht signifikant. 
Der statistische Mittelwertsvergleich nach Student ergab p=0,212. 
 
 









6.3.2 Einflussfaktoren auf den Methylierungsstatus von p16 im Atemkondensat 
6.3.2.1 Tumorhistologie 
Die größte Anzahl der untersuchten Proben stammte von Patienten mit Adenokarzinom. Von 
36 Proben waren dabei 9 methyliert, 6 unmethyliert und bei 21 konnte das p16-Genfragment 
nicht im Atemkondensat nachgewiesen werden. Die zweithäufigste Tumorart machten 21 
Plattenepithelkarzinome aus. Dabei fanden sich drei Methylierungen, drei mal war das p16-
Gen unmethyliert und 15 mal erfolgte kein DNA-Nachweis. Von 8 NSCLC waren zwei 
methyliert, zwei unmethyliert und 4 ohne DNA-Nachweis. Es fand sich unter den 
großzelligen Karzinomen eine Methylierung, zweimal unmethylierte und zweimal keine 
DNA. Des Weiteren waren von 14 kleinzelligen Karzinomen jeweils drei methyliert und 
unmethyliert und 8 mal wurde keine DNA im Atemkondensat der Patienten gefunden. 
 
Die prozentualen Anteile der 34 Proben mit positivem DNA-Nachweis bezogen auf die 
Tumorhistologie gliederten sich folgendermaßen. Es waren 60% der Adenokarzinom-Proben 
methyliert. In der weiteren Verteilung folgten: Plattenepithelkarzinome (50%), NSCLC 
(50%), kleinzelliges Bronchialkarzinom (50%), großzelliges Bronchialkarzinom (33%). 
Es bestanden demnach keine signifikanten Unterschiede im Anteil an gefundenen 
Methylierungen zwischen den untersuchten Tumorarten (Chi2-Test, p=0,936). 
 
 
Abb. 6: p16-Methylierungsstatus der 34 Atemkondensatproben mit positivem DNA-Nachweis in 





















Des Weiteren wurde der Einfluss der Lokalisation des Tumors auf die Nachweisbarkeit von 
DNA und den Methylierungsstatus von p16 im Atemkondensat untersucht. Mittels Chi2-Test 
konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des DNA-Nachweises (p=0,586) und der 
gefundenen p16-Methylierungen (p=0,170) in Abhängigkeit von zentraler oder peripherer 
Tumorlage festgestellt werden. Bei den 25 Proben mit zentraler Lokalisation, konnte in 9 
Fällen DNA nachgewiesen werden, drei davon waren methyliert. Bei den peripheren Tumoren 




Abb. 7: p16-Methylierungsstatus der 34 Atemkondensatproben mit positivem DNA-







































Die Einteilung in die Tumorstadien erfolgte nach TNM-Klassifikation Stand 2009. Der Anteil 
an Methylierungen variierte in Abhängigkeit vom Tumorstadium, es bestand dabei aber kein 
signifikanter Unterschied (Chi2-Test, p=0,067). Die meisten Methylierungen waren den 
Proben des Tumorstadiums IV zuzuordnen, welches auch die größte Gruppe unter den 
untersuchten Patienten ausmachte - 11 Methylierungen in 16 Proben, in denen DNA 
nachgewiesen werden konnte. Dies entsprach einem Anteil von 69% an methylierten Proben 
im Tumorstadium IV. Drei Proben (33%) von Patienten im Stadium III waren in der p16-
Promotorregion methyliert. Es konnten keine Methylierungen in Proben aus dem 
Tumorstadium II nachgewiesen werden und unter den 5 Proben mit p16-Nachweis des 
Stadiums I wurden 4 Methylierungen (80%) gefunden. 
 
 
Abb. 8: p16-Methylierungsstatus der 34 Atemkondensatproben mit positivem DNA-

























6.3.2.4 Nikotinabusus der Patienten 
Es wurde weiterhin untersucht, ob es Unterschiede im Methylierungsstatus der 
Atemkondensate in Verbindung mit stattgehabtem Nikotinabusus gab. 
In der Gruppe der 29 Raucher fand man 9 Proben mit positivem DNA-Nachweis, davon 6 
Methylierungen, 3 mal unmethylierte DNA. 55 Patienten waren Nichtraucher. Man wies in 
deren Proben 12 mal methylierte und 13 mal unmethylierte DNA nach.  
Vergleicht man die 34 Proben, in denen das p16-Gen nachgewiesen wurde, stammten 6 der 18 
methylierten Proben (= 33%) von Rauchern und 12 von Nichtrauchern (= 66%). Drei der 16 
unmethylierten (= 19%) Proben stammten von Rauchern und 13 von Nichtrauchern. Dieser 
Unterschied in der prozentualen Verteilung ist nicht signifikant (p=0,336). 
 
 
Abb. 9: p16-Methylierungsstatus der 34 Atemkondensatproben mit positivem DNA-































6.3.2.5 Chemotherapie und Bestrahlung 
Die Patientenproben wurden des Weiteren hinsichtlich bereits vor oder zum Zeitpunkt der 
Atemkondensatprobenentnahme erfolgter zytostatischer Chemotherapie oder Bestrahlung 
untersucht. 51 Patienten hatten bis dato keine Behandlung erhalten. In deren Gruppe fand man 
in 21 Proben DNA, davon 10 Methylierungen und 11 mal unmethylierte DNA. Im Vergleich 
dazu konnte in der Gruppe der 10 Patienten, die Chemotherapie erhalten hatten und einen 
positiven DNA-Nachweis im Atemkondensat hatten, 8 mal methylierte sowie zweimal 
unmethylierte DNA gefunden werden.  
Daraus ergeben sich folgende prozentuale Unterschiede: In der Chemotherapie-Gruppe waren 
80% der Proben methyliert, wohingegen man bei Patienten ohne Chemotherapie zu 48% 
Methylierungen fand. Mittels Chi2-Test wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den 
Gruppen "keine Chemotherapie" und "Chemotherapie" ermittelt (p=0,088). 
Bei den Patienten, welche bestrahlt wurden, sind keine Methylierungen gefunden worden. 
 
 
Abb. 10: p16-Methylierungsstatus der 34 Atemkondensatproben mit positivem DNA-



























6.4 Ergebnisse PCR des p16-Genfragments in Paraffinschnitten aus Tumorgewebe 
Von 27 der 84 Patienten waren Paraffinschnitte von exzitiertem Tumorgewebe vorhanden, 
welche wie die Atemkondensatproben auf p16-Promotormethylierungen untersucht wurden. 
Man fand dabei 4 Methylierungen und 18 mal unmethylierte DNA. Dies entsprach einem 







Abb. 11: Gelelektrophorese nach Restriktionsverdau mit BstUI: Nachweis der Methylierung im Atemkondensat 
E056, Paraffin P17 und P29 (Schnitt in 3 Fragmente 115 bp + 96 bp + 23 bp); keine Restriktion in P27 (1 
Fragment 234 bp = unmethyliert) 
 
Der Zusammenhang zwischen den Paraffinschnitten und der korrespondierenden 
Atemkondensatprobe stellte sich folgendermaßen dar: Bei nur einem Patienten fand man 
sowohl im Atemkondensat als auch im Paraffinschnitt ein methyliertes p16-Gen. Bei drei 
Patienten war eine Methylierung im Atemkondensat vorhanden, jedoch im Paraffinschnitt 
nicht. In vier Patientenproben konnte man sowohl im Atemkondensat als auch im 






















Tabelle 13: Zusammenhang des Methylierungsstatus der Proben aus Atemkondensat und korrespondierenden 
Paraffinschnitten 




ja 1 3 
nein 0 4 







6.4.1 Einflussfaktoren auf den Methylierungsstatus von p16 in Paraffinschnitten aus 
Tumorgewebe 
6.4.1.1 Tumorhistologie 
Es fanden sich unter den in Paraffin eingebetteten Proben aus Tumorgewebe, in denen das 
p16-Gen amplifiziert werden konnte, folgende Typen: 10 Adenokarzinome, wobei keines 
methyliert war; 7 Plattenepithelkarzinome, davon waren drei methyliert, ein methyliertes 
gemischtzelliges NSCLC,  drei unmethylierte großzellige Karzinome und ein unmethyliertes 
kleinzelliges Karzinom. Ein Chi2-Test ergab einen signifikanten Unterschied der vorhandenen 
Methylierungen in Abhängigkeit von der Tumorhistologie (p=0,033). 
 
6.4.1.2 Tumorlage 
Von 22 Tumoren waren 2 zentral und 20 peripher lokalisiert. 0 von 2 zentralen Tumoren und 
4 von 20 peripheren Tumoren waren im p16-Gen methyliert. Es konnte kein signifikanter 




Alle gefundenen Methylierungen stammten aus dem Tumorstadium I: 4 von 12. Sechs Proben 
aus Stadium II waren unmethyliert, ebenso zwei Proben aus Stadium III und zwei Proben aus 
Stadium IV. Diese geringe Stichprobenverteilung wies allerdings keinen signifikanten 
Unterschied zwischen den gefunden Methylierungen abhängig vom Tumorstadium auf (Chi2-
Test, p=0,365).  
 
6.4.1.4 Nikotinabusus und Chemotherapie 
Es wurden darüber hinaus keine signifikanten Unterschiede in der Abhängigkeit des 
Methylierungsstatus vom Nikotinabusus der Patienten (p=0,910) und von bereits 
stattgefundener Chemotherapie (p=0,629) gefunden. Eine der  4 methylierten Proben stammte 
von einem Raucher (Gesamtzahl Raucher: 6), drei von Nichtrauchern (Gesamtzahl 
Nichtraucher: 16). 
21 der 22 Paraffinproben mit positivem p16-Nachweis stammten von Patienten, die keine 
vorherige Chemotherapie erhalten hatten. Darunter fanden sich 4 Methylierungen. Eine 




7.1 Einflussfaktoren auf die Nachweisbarkeit von p16 im Atemkondensat 
Die Gewinnung von Atemkondensat ist nicht-invasiv und kostengünstig. Allerdings 
ermangelt es aktuell aufgrund von unterschiedlichen eingesetzten Sammelgeräten und 
Sammelzeiten an vergleichbaren Untersuchungsergebnissen zu den verschiedenen im 
Atemkondensat detektierbaren Markern und Mediatoren.29 In Bezug auf DNA ist bekannt, 
dass sie in geringem Maße in der Kondensatflüssigkeit vorhanden ist.30–32 In einer Arbeit von 
Gessner und Mitarbeitern konnte in 65,7% der untersuchten Proben von gesunden Probanden 
DNA durch die Amplifikation eines beta-Actin-Genfragments nachgewiesen werden.32 
In der vorliegenden Arbeit gelang der DNA-Nachweis des p16-Genfragments im 
Atemkondensat in 40% der untersuchten Proben (34 von 84). 
Im Vorfeld wurde zunächst versucht, die DNA mittels spektralphotometrischer Messung bei 
einer Wellenlänge von 260 nm in den Atemkondensatproben nachzuweisen. Dies zeigte 
aufgrund des zu geringen DNA-Gehalts in den Proben keinen Erfolg. Allerdings führte eine 
Amplifizierung des beta-Actin-Genfragments in Kondensatproben von 3 Patienten ohne 
Lungenkarzinom zu einem positiven Gen-Nachweis (siehe Abschnitt 5.2). Dazu waren jedoch 
maximale Atemkondensatmengen zur DNA-Extraktion notwendig. Dieser Umstand führte zu 
der Überlegung, dass größere Kondensatmengen zu einer besseren DNA-Nachweisbarkeit 
beitragen könnten. Daher wurden für die eigentliche Analyse des p16-Gens keine 
einheitlichen Volumina der Kondensatproben verwendet, sondern es wurde jeweils die 
vollständige Menge an gesammeltem Kondensat pro Patient für die DNA-Extraktion 
eingesetzt. Die Probenvolumina unterschieden sich zwischen den Patienten stark, obwohl eine 
Ruheatmung über eine einheitliche Sammeldauer von 20 Minuten ausgeführt wurde. Die 
Ursache dafür wurde in unterschiedlichen Lungenfunktionsparametern der Patienten und 
obstruktiven Vorerkrankungen vermutet. Die Ausprägung der Obstruktion der Atemwege 
wurde anhand des COPD-Grades beurteilt, welcher nach allgemeingültiger Norm der GOLD 
(„Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease“) aus dem Quotienten der 
Lungenfunktionsparameter FEV1 und FVC der Patienten berechnet wurde.55 Eine univariate 
Varianzanalyse (p=0,478) ergab, dass der COPD-Grad der untersuchten Tumorpatienten in 
der vorliegenden Arbeit keinen signifikanten Einfluss auf die gewonnene Menge des 
Kondensats hatte. Dieses Ergebnis korrespondiert mit einer Studie von Gessner et al., in der 
kein Zusammenhang zwischen gesammeltem Atemkondensatvolumen und 
Lungenfunktionsparametern (TLC, VC, RV, FEV1, Rtot), Körpergewicht, Größe und Alter 
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der Patienten gefunden wurde.56 Allerdings bestand eine starke Korrelation zwischen 
Atemkondensatvolumen und geatmetem Volumen, sowohl bei gesunden Probanden als auch 
bei COPD-Patienten.56 Die Menge an Atemkondensat konnte durch längeres oder 
wiederholtes Sammeln erhöht werden. Ebenso wurde in der Studie gezeigt, dass Protein und 
Harnstoff, als Bestandteile der „epithelial lining fluid“ (= ELF), bei gesteigerter Atmung von 
Gesunden wie auch COPD-Patienten im Atemkondensat linear zunehmen.56 DNA ist ebenso 
ein Bestandteil der ELF. Dies führte in der hier vorliegenden Arbeit zu der Annahme, dass in 
größeren Volumina von Atemkondensat auch mehr DNA zu finden sein müsse und daher 
größere Volumina zu einem besseren Nachweis des p16-Gens führen sollten. Diese These 
konnte jedoch nicht bestätigt werden. Die Mittelwerte der Volumina aller 
Atemkondensatproben mit positivem DNA-Nachweis (Mittelwert = 2661 ± 743 μl) 
unterschieden sich im Vergleich zu den Proben, in denen keine DNA gefunden wurde 
(Mittelwert = 2376 ± 930 μl) nicht signifikant (p=0,212). 
Das Volumen der gesammelten Atemkondensatproben hatte in der vorliegenden Arbeit 
demnach keinen Einfluss auf die Detektion von DNA und Nachweisbarkeit des p16-Gens. 
Bei der Interpretation dieses Ergebnisses sind drei wesentliche Punkte zu beachten. Einerseits 
die Prozesse bei der Entstehung des Atemkondensats in den Atemwegen, andererseits die 
Einflüsse auf das Atemkondensat bei der Gewinnung in den Sammelgeräten und nicht zuletzt 
die Grenzen der methylierungsspezifischen PCR bei der Detektion. 
Die Entstehung und genaue Herkunft der Bestandteile des Atemkondensats sind noch nicht 
ausreichend geklärt.29 Das Kondensat besteht aus einer Mischung von Wasserdampf und 
aerosolisierter ELF, welches den für die DNA-Analyse entscheidenden Anteil darstellt. Zur 
Erklärung der Entstehung der aerosolisierten ELF existieren zwei Theorien: Zum einen geht 
man davon aus, dass Turbulenzen des Luftstroms in den Atemwegen genügend Energie 
besitzen, um mit Partikeln der ELF (wie DNA und Proteinen) ein Aerosol zu bilden.57 Es wird 
angenommen, dass eine gesteigerte Ventilation, die zu vermehrter Bildung von Turbulenzen 
führt, ebenfalls zu einem höheren Gehalt an aerosolierter ELF führt.58 Zum anderen wurde ein 
weiterer Mechanismus, der zur Entstehung von Aerosolen beitragen soll, von Hunt 
beschrieben. Er postulierte, dass beim Öffnen von zuvor unbelüfteten, geschlossenen 
Alveolen und Bronchioli eine Aerosolbildung unabhängig von großem geatmetem Volumen 
stattfindet.59  
Bei der Materialgewinnung in den Sammelgeräten für Atemkondensat spielen verschiedene 
Mechanismen eine Rolle: das schnelle Abkühlen von Wasserdampf sowie seine Kondensation 
und das Ablagern von Aerosolpartikeln auf der gekühlten Oberfläche der Sammelvorrichtung. 
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Wie viele Bestandteile des Atemkondensats letztendlich extrahiert werden, hängt von der 
Größe und Gestalt der gekühlten Oberfläche ab, sowie von der Geschwindigkeit des 
Luftstroms und dem Temperaturgradienten.29,60 
Die geschilderten physikalischen Prozesse bei der Probengewinnung in den Sammelgeräten 
sind nicht zu vernachlässigende Einflussfaktoren. Insbesondere die Detektion eines Markers 
wie DNA, dessen Anteil im Atemkondensat sich ohnehin im unteren Bereich der 
Nachweisgrenze bewegt, könnte dadurch erschwert werden.  
In diesem Zusammenhang darf die angewandte Methode zum DNA-Nachweis nicht 
unbedacht bleiben. Einen starken Einfluss auf die extrahierte DNA aus den 
Atemkondensatproben hatte die Bisulfitbehandlung. Sie war vor der Durchführung der 
methylierungsspezifischen PCR notwendig. Es wurde in Proben aus Blut, Pleurapunktat und 
Paraffinschnitten mittels spektralphotometrischer Vermessung eine deutliche Verminderung 
des DNA-Gehalts nach erfolgter Bisulfitbehandlung nachgewiesen. Darüber hinaus binden 
die verwendeten p16-M2- und p16-U2-Primer der MSP sehr spezifisch entweder an die 
methylierte oder die unmethylierte p16-Genpromotorregion.54 Ist dieser Genabschnitt 
allerdings von homozygoter Deletion (9p) und gleichzeitiger Punktmutation des zweiten 
Allels betroffen, wie sie im Rahmen der Karzinogenese häufig vorkommen können,49,61 so 
scheitert auch der Nachweis des p16-Gens mittels MSP und methylierungsspezifischem 
Restriktionsverdau. In der Literatur ist ein Allelverlust von 9p in unterschiedlichen Studien in 
16% - 100% der Fälle beschrieben worden. 18,62–67 Dies kann als Ursache für die fünf p16-
negativen Paraffinschnittproben aus dieser Arbeit in Betracht gezogen werden. 
Das erzielte Ergebnis eines 40-prozentigen Nachweises (34 von 84 Proben) des p16-Gens im 




7.2 Methylierungsstatus von p16 im Atemkondensat und Vergleich mit Paraffinschnitten 
aus Tumorgewebe 
In dieser Arbeit wurde mit p16 (CDKN2A) ein wichtiges Tumorsuppressor-Gen auf seinen 
Methylierungsstatus in der Promotorregion untersucht. Es wurde das Auftreten von 
Promotorhypermethylierungen im Atemkondensat von Patienten und den dazugehörigen in 
Paraffin eingebetteten Proben von exzitiertem Tumorgewebe verglichen. In 34 der 
untersuchten 84 Atemkondensatproben konnte ein Fragment der Promotorregion des p16-
Gens mittels methylierungsspezifischer nested-PCR amplifiziert werden. Davon waren 18 
Proben durch methylierungsspezifischen Restriktionsverdau mit BstUI als methyliert (53%) 
und 16 Proben als unmethyliert (47%) identifiziert worden. 
Die gefundenen Promotormethylierungen stellen, wie einleitend bereits erwähnt, einen 
wichtigen Mechanismus in der Karzinogenese des Lungenkrebses dar. In Tumorzellen findet 
sich ein Anstieg von Methylierungen in den CpG-Islands der Promotorregionen vieler Gene,43 
wobei diese Promotorhypermethylierung mit einer verminderten Transkriptionsrate des Gens 
einhergeht und als „gene silencing“ bezeichnet wird.43,49 Sie kann denselben Effekt wie eine 
Mutation auf die Abschaltung von Genen haben.45,46 
Es existieren zahlreiche Studien zur Untersuchung von p16-Promotormethylierungen.8,50 In 
einer Meta-Analyse von Gu et al. aus dem Jahr 2013 wurden die Daten aus 34 Studien 
verglichen. Die Rate an p16-Promotormethylierung in Tumorgewebe aus NSCLC (zwischen 
17% und 80%, Median 44%) ist deutlich höher im Vergleich zu autologen Kontrollen 
(zwischen 0% und 80%, Median 15%). Dies lässt darauf schließen, dass sie eine wichtige 
Rolle in der Karzinogenese des Lungenkrebses spielt.68 Des Weiteren gibt es weitere Studien, 
die eine p16-Promotormethylierung als Indikator für eine schlechtere Prognose für das 
Überleben bei Lungenkrebs sehen.69 
 
Es wurden jedoch bislang noch keinerlei Daten zur Detektion von p16-
Promotormethylierungen im Atemkondensat veröffentlicht.  
Der Vergleich mit anderen Studien ist allerdings aufgrund von Unterschieden im 
Studiendesign, sowie den verwendeten Materialien und Techniken nicht ohne weiteres 
durchführbar.50 Es ist dabei zwischen Techniken, die qualitative Daten an 
Hypermethylierungen erheben (wie z. B. die MSP) und Methoden, die zu quantitativen 
Ergebnissen führen (z. B. real-time PCR-based MethyLight assay) zu differenzieren.50 
Darüber hinaus gibt es große Unterschiede in der Anzahl der nachgewiesenen methylierten 
CpG-Dinukleotide.50 Verwendet man einen methylierungsspezifischen Restriktionsverdau, 
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wie in der vorliegenden Arbeit, ist nur ein einziges CpG-Dinukleotid betroffen.50 Im 
Gegensatz dazu sind es bei MethyLight zehn oder mehr.50 Auch die genaue Lokalisation der 
untersuchten CpG-Dinukleotide spielt eine Rolle, da die Methylierungsmuster innerhalb einer 
bestimmten CpG-Island nicht gleichförmig sind.50 Die genannten Punkte sind unter anderem 
die Ursache dafür, dass die Ergebnisse vieler Studien stark variieren. Der Anteil an 
gefundenen p16-Promotormethylierungen in Paraffinschnitten aus Tumorgewebe reicht in der 
Literatur von 17% bis 80%.68,8,50 Diese Tatsache und die geschilderten Besonderheiten des 
Atemkondensats sollten bei der Betrachtung der Ergebnisse der hier vorliegenden Studie mit 
einbezogen werden. 
 
Es sollen nun zunächst die Ergebnisse in Bezug auf Tumorhistologie, Tumorlage, 
Tumorstadium, Nikotinabusus und Chemotherapie im Vergleich mit der Literatur diskutiert 
werden. Dabei wird sich hauptsächlich auf den nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC) 
bezogen. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden signifikant mehr p16-Promotor-Hypermethylierungen in 
Paraffinschnitten von Plattenepithelkarzinomen als von Adenokarzinomen gefunden. Bei den 
Plattenephithelkarzinomen waren 43% (3 von 7) und bei den Adenokarzinomen 0% (0 von 
10) methyliert (p=0,033). Diese Ergebnisse korrespondieren mit Beiträgen der Literatur, die 
p16-Promotor-Hypermethylierungen ebenfalls am häufigsten in Plattenepithelkarzinomen 
beschreiben.70–72 Darüber hinaus wurde in einer Studie von Sterlacci und Mitarbeitern durch 
die Anwendung von Immunhistochemie und Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung eine 
verminderte Proteinexpression von p16 vor allem in Plattenepithelkarzinomen beschrieben.52 
Dies untermauert den Prozess des „gene silencing“ durch Promotormethylierungen. 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Paraffinschnitte, konnte im Atemkondensat bei den 
Proben mit positivem p16-Nachweis kein Unterschied im Methylierungsanteil zwischen den 
untersuchten Tumorarten gefunden werden. Es waren 60% (n=9/15) der Adenokarzinom-
Proben methyliert, 50% der Plattenephithelkarzinome (n=3/6), 50% NSCLC (n=2/4), 50% 
kleinzelliges Bronchialkarzinom (n=3/6) und 33% der großzelligen Bronchialkarzinome 
(n=1/3). 
 
Die zentrale oder periphere Tumorlage hatte sowohl im Atemkondensat als auch in den 




Der Zeitpunkt der Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen (in früheren oder späteren 
Tumorstadien) ist ein wichtiger Aspekt in der Krebsentwicklung. Dabei können die 
verschiedenen genetischen und epigenetischen Inaktivierungsmechanismen (Methylierung, 
Deletion, Mutation) parallel oder addititiv zu einem „gene silencing“ führen.47,50 Es kann zum 
Beispiel eine Inaktivierung von Genen für DNA-Reparaturenzyme durch Methylierung in 
einem früheren Tumorstadium in der Folge durch nicht reparierte DNA-Mutationen zu einer 
Tumorprogression führen.50 Daten über den Zeitpunkt von Geninaktivierungen durch 
Methylierungen beim Lungenkrebs sind im Moment allerdings noch nicht ausreichend 
vorhanden. Jedoch gilt p16 als Gen, welches in frühen Tumorstadien methyliert auftritt.50 
Verschiedene Studien belegen, dass p16-Methylierungen lange vor der klinischen 
Lungenkrebsdiagnose im Sputum von Patienten nachweisbar waren.20,73 Palmisano et al. 
fanden p16-Methylierungen in Sputumproben drei Jahre vor der Diagnose.20 In einer Arbeit 
von Belinsky und Mitarbeitern war p16 in 75% der Fälle in prämalignen Läsionen angrenzend 
an Plattenepithelkarzinomgewebe methyliert.74 Der Anteil an Methylierungen nahm dabei mit 
zunehmender Zellentartung zu: Basalzellhyperplasie (17% methyliert), 
Plattenepithelmetaplasie (24% methyliert) und Carcinoma in situ (50% methyliert).74 
Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit korrespondieren damit nicht. Zwar waren unter den 
Paraffinschnitten alle 4 gefundenen Methylierungen dem Tumorstadium I zuzuordnen. Jedoch 
war mittels Chi2-Test keine Signifikanz (p=0,365) in der Verteilung der Methylierungen 
bezüglich des Tumorstadiums nachweisbar. Im Atemkondensat bestand ebenso kein 
signifikanter Unterschied (p=0,067). Jedoch stammten dort die meisten methylierten Proben 
von Patienten mit Tumorstadium IV (11 von 16 Patienten mit Stadium IV = 69%). Dieses 
Ergebnis steht im Widerspruch zu den genannten Studien,73,20,74 die eine sehr frühe 
Methylierung von p16 beschreiben. 
 
Eine nicht eindeutige Datenlage herrscht in der Literatur in Bezug auf den Zusammenhang 
zwischen dem Nikotinabusus der Patienten und einer Hypermethylierung von p16 vor. Einige 
Studien belegen einen Zusammenhang,75,70,76,50,77 andere wiederum fanden keine 
Korrelation.50 Eine Studie von Hou et al. beschreibt einen signifikanten Zusammenhang 
zwischen dem Ausmaß der Anthrakose in Formalin-fixiertem Lungengewebe von Patienten, 
die an einem Adenokarzinom verstarben, und der Rate an p16-Genmethylierungen.75 Die 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen nicht auf einen Einfluss des stattgehabten 
Nikotinabusus der Patienten auf den Methylierungsstatus von p16 schließen. Bei den 34 
Proben mit positivem p16-Nachweis im Atemkondensat stammten 33% der  methylierten 
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Proben (6 von 18) von Rauchern. Im Vergleich dazu stammten 19% der unmethylierten 
Proben (3 von 16) von Rauchern. Dieser Unterschied in der prozentualen Verteilung ist nicht 
signifikant (p=0,336). Auch in den korrespondierenden Paraffinschnitten gab es bezüglich des 
Raucherstatus keine Signifikanz in der Verteilung der Methylierungen (p=0,910). Ein zu 
beachtender Punkt ist die nicht ausreichende Dokumentation des Nikotinabusus in den 
retrospektiv untersuchten Krankenakten in dieser Studie. Ein Anteil von nur 35% an Rauchern 
unter den 84 untersuchten Patienten erscheint sehr gering, muss aber aufgrund der Aktenlage 
als gegeben angenommen werden.  
 
Zur Auswirkung von Chemotherapie und Bestrahlung auf den Methylierungsstatus gibt es in 
der Literatur keine Daten. Es wurde in der Patientengruppe nach erfolgter Chemotherapie zu 
80% ein methyliertes p16-Gen in den Atemkondensatproben gefunden. Dem gegenüber 
stehen in der Gruppe ohne erhaltene Chemotherapie 48% Methylierungen. Es zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied (p=0,629). Den Ergebnissen widerspricht die These, dass nach 
antineoplastischer Therapie eine Tumormassenreduktion zu einer Verminderung des 
Methylierungsstatus führen könnte. Diese Vermutung wurde in Anlehnung der Ergebnisse 
einer Studie zu Markern der Angiogenese von Gessner et al. geäußert. Darin zeigte eine 
Patientengruppe nach 2 Zyklen Chemotherapie eine Reduktion des Tumordurchmessers von 
mindestens 25%, was mit einer verminderten Nachweisbarkeit der angiogenetischen Marker 




7.3 Eignung der Methode zum Screening des Bronchialkarzinoms 
Nach Hirsch et al. sollte ein geeigneter Screening-Marker, um zur frühzeitigen 
Diagnosestellung des Bronchialkarzinoms beitragen zu können, folgende Kriterien erfüllen: 
78,18  
a) Er sollte in einem großen Anteil von Proben, die von potentiellen Lungenkrebspatienten 
stammen, nachweisbar sein.  
b) Er sollte eine Patientenstratifizierung anhand des klinischen Risikos erlauben.  
c) Er muss in Mengen exprimiert werden, die einen Nachweis mittels kostengünstiger  und 
einfach anwendbarer Methoden ermöglichen.  
 
Zu a) Wie bereits erwähnt, liegt die Rate an p16-Promotormethylierungen in Tumorgewebe 
aus NSCLC zwischen 17% und 80% (Median 44%) und ist damit deutlich höher im Vergleich 
zu autologen Kontrollen.68  Im untersuchten Atemkondensat entsprach die Methylierungsrate 
40% in Proben mit DNA-Nachweis. Eine Vergleichsanalyse zu gesunden Kontrollpersonen 
liegt nicht vor und sollte in weiteren Studien untersucht werden. Das bedeutendste Argument, 
welches einer Eignung der p16-Methylierungen im Atemkondensat als Screening-Marker 
entgegen steht, ist allerdings die beschriebene geringe Rate an DNA-Nachweisen mit der 
verwendeten Methode der methylierungsspezifischen PCR. 
 
Zu b)  p16 gilt als Gen, welches in frühen Tumorstadien methyliert auftritt.50 Verschiedene 
Studien belegen, dass p16-Methylierungen lange vor der klinischen Lungenkrebsdiagnose im 
Sputum von Patienten nachweisbar waren.20,73 Wäre diese Tatsache auf das Atemkondensat 
übertragbar und bestände ein positiver Zusammenhang zwischen der prozentualen 
Nachweisbarkeit und dem Fortschreiten der Krebserkrankung im Sinne eines höheren 
Tumorstadiums, könnte man von einer guten Eignung als Screeningmarker ausgehen. 
Allerdings widersprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dieser These. Die meisten 
nachgewiesenen Methylierungen (73%) entstammten Proben  von Patienten im Tumorstadium 
IV. Die frühen Tumorstadien zeigten geringere Anteile an Methylierungsraten. 
 
Zu c) Die Methode der Atemkondensatgewinnung ist einfach und nicht-invasiv durchführbar, 
sowie kostengünstig. Allerdings negieren die oben genannten und ausführlich diskutierten 





Es ist folglich zu resümieren, dass die verwendete Methode der Untersuchung des p16-
Methylierungsstatus im Atemkondensat keine Eignung zur frühen Diagnostik des 
Lungenkarzinoms bietet. Die Schwachstellen sind einerseits bei der Detektion von DNA im 
Atemkondensat aufgrund der dargelegten physikalischen Eigenschaften des Atemkondensats, 
sowie labormethodischer Schwierigkeiten bei der Durchführung der MSP (unspezifische 
Primerbindung, Mutationen) zu sehen.  
Andererseits besitzt der Marker „p16-Promotormethylierung“ allein keine ausreichende 
Sensitivität und Spezifität zur Früherkennung des Bronchialkarzinoms. Es wäre demnach die 
Entwicklung eines Panels von mehreren Markern mit hoher Sensitivität und hoher Spezifität 
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Das Bronchialkarzinom steht weltweit nach wie vor an der ersten Stelle der 
Todesursachenstatistik von malignen Tumorerkrankungen. Trotz der in den vergangenen 
Jahrzehnten verbesserten Therapiemöglichkeiten stagniert die durchschnittliche 5-Jahres-
Überlebensrate weiterhin auf einem sehr niedrigen Niveau (15 - 18%). Grund dafür ist die im 
Vergleich zu anderen Malignomerkrankungen häufig erst in fortgeschrittenen Tumorstadien 
gestellte Erstdiagnose. Dies ist auf das Fehlen effektiver Screeningverfahren zur 
Früherkennung zurückzuführen. In Anbetracht dieser Tatsache wurde in der vorliegenden 
Arbeit das Tumorsuppressor-Gen p16  als ein potentieller Marker der Karzinogenese auf 
Promotormethylierungen in Atemkondensatproben von Patienten mit Bronchialkarzinom 
untersucht. Des Weiteren erfolgte der Vergleich mit korrespondierenden, in Paraffin 
eingebetteten, Tumorpräparaten der Patienten. 
Promotormethylierungen spielen eine wichtige Rolle in der Karzinogenese vieler Malignome. 
Sie führen zu einem Abschalten von wichtigen Genen in der Zellzyklusregulation, wie dem 
untersuchten Gen p16. Eine verminderte Expression von p16 führt zu einem 
wachstumsfaktor-unabhängigen Übertritt der Zelle in die S-Phase. Dies findet sich in einer 
Vielzahl von malignen Primärtumoren, in denen p16 außer durch Promotormethylierungen, 
auch  durch homozygote Deletionen oder durch Punktmutationen abgeschaltet sein kann.  
Atemkondensat ist nicht-invasiv und kostengünstig zu gewinnen und wurde daher als 
potentielles Medium zur Detektion von Tumormarkern in Erwägung gezogen. 
Nach anfänglicher Schwierigkeit, DNA im Atemkondensat nachzuweisen, gelang in dieser 
Arbeit die Etablierung einer Versuchsdurchführung zum Nachweis von p16-
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Promotormethylierungen. Die geringe DNA-Menge im Atemkondensat und die Verluste bei 
der notwendigen Behandlung mit Natriumbisulfit erforderten die Verwendung einer Carrier-
DNA bei der DNA-Extraktion aus den Proben, sowie eine anschließende methylierungs-
spezifische nested-PCR, um p16-Amplifikate zu erhalten. Die positiv auf Methylierungen 
getesteten Amplifikate wurden zur Kontrolle einem Restriktionsverdau mit dem 
Restriktionsenzym BstUI unterzogen. 
Es wurden 84 Atemkondensatproben von Patienten mit Bronchialkarzinom untersucht. Es 
konnte in 34 der 84 Atemkondensatproben (40%) p16-DNA nachgewiesen werden. In 18 
Proben wurden Promotormethylierungen des p16-Gens (53%) gefunden. 
Es wurde der Einfluss des COPD-Grades der Patienten auf die gewonnene Menge an 
Atemkondensat und die Nachweisbarkeit der DNA untersucht. Es fanden sich keine 
signifikanten Unterschiede. Des Weiteren wurden Einflussfaktoren wie Tumorlage, 
Tumorhistologie, Tumorstadium, Nikotinabusus der Patienten und stattgehabte Chemo- oder 
Strahlentherapie auf den Methylierungsstatus des p16-Gens verglichen. Es konnten keine 
statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
Darüber hinaus waren von 27 der 84 Patienten in Paraffin eingebettete Tumorpräparate 
vorhanden, welche ebenfalls auf die p16-Promotormethylierung untersucht wurden. 
Es fanden sich 4 Methylierungen und in 18 Proben ein unmethyliertes p16-Gen. In 5 Proben 
konnte kein p16-Amplifikat mittels nested-PCR nachgewiesen werden. Als Ursache dafür 
sind Allelveränderungen durch Mutationen in Betracht zu ziehen. Die Korrelationen zwischen 
Atemkondensat und Tumorpräparaten stellten sich folgendermaßen dar:  
Ein gleichzeitig vorhandenes methyliertes p16-Gen, sowohl im Atemkondensat als auch im 
Tumorpräparat, wurde lediglich bei einem der 27 Patienten nachgewiesen. Bei drei Patienten 
war eine Methylierung im Atemkondensat vorhanden, jedoch nicht im Paraffinschnitt. Bei 4 
Patienten waren sowohl Atemkondensat als auch Tumorpräparat unmethyliert. Drei Patienten 
zeigten eine Methylierung im Tumorpräparat, aber keinen p16-DNA-Nachweis im 
Atemkondensat und bei 11 Patienten war p16 im Tumorpräparat unmethyliert und im 
Atemkondensat war keine DNA nachweisbar. 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass weiterer Forschungsbedarf zur Findung geeigneter 
molekularer Marker zur Früherkennung des Bronchialkarzinoms besteht. Die Eignung der im 
Rahmen dieser Arbeit entwickelten und verwendeten Methode der Untersuchung des p16-
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                 E001 m 71 Adeno IV p Chemo II ja ja ja nein ja 
    E003 w 64 Adeno IB z keine III ja nein nein nein 
     E004 w 56 Adeno IA p keine nein nein ja ja nein ja 
    E005 m 65 Adeno IIA p keine IV nein ja nein ja 
 
P03 nein ja 
 E007 w 68 Adeno IV p keine nein nein nein nein nein 
     E008 m 68 PE IB p keine I ja nein nein nein 
 
P06 nein ja 
 E010 w 46 kleinzellig IV z Chemo nein ja ja ja nein ja 
    E011 m 76 PE IV p Chemo III nein nein nein nein 
     E012 m 67 NSCLC IV p Chemo nein nein ja ja nein ja 
    E014 m 57 PE IV p keine III ja nein nein nein 
     E015 m 58 PE IV z keine II ja nein nein nein 
     E016 w 77 kleinzellig IV z Chemo nein nein nein nein nein 
     E017 m 52 kleinzellig IIIB z Chemo nein ja ja nein ja 
     E018 m 59 kleinzellig IIIB p Chemo II nein nein nein nein 
     E019 m 79 PE IB p keine III nein nein nein nein 
 
P13 nein ja 
 E020 m 60 Adeno IB p keine nein ja nein nein nein 
     E023 m 56 Adeno IIIB p keine II ja nein nein nein 
     E025 m 78 Adeno IIIB z keine III nein nein nein nein 
     
Anlage 
XVIII 
E026 m 73 kleinzellig IV p Chemo nein nein nein nein nein 
     E028 m 78 NSCLC IB p keine II ja nein nein nein 
 
P17 ja ja Ja 
E029 m 65 PE IB p keine II nein nein nein nein 
 
P20 ja ja ja 
E032 m 73 Adeno IV p Chemo nein nein ja ja nein ja P04 nein ja 
 E034 m 61 PE IIIB p keine nein nein ja ja nein ja 
    E035 m 54 Adeno IV z keine nein nein nein nein nein 
     E036 m 74 Adeno IB p keine III nein nein nein nein 
 
P25 nein ja 
 E037 m 61 kleinzellig IV z Chemo II ja nein nein nein 
     E038 m 69 kleinzellig IIA z keine II nein nein nein nein 
 
P15 nein ja 
 E039 m 54 PE IV z keine nein nein ja ja nein nein 
    E040 w 64 großzellig IIA p keine nein nein ja ja nein nein P22 nein ja 
 E041 m 56 kleinzellig IB z keine III ja nein nein nein 
     E042 w 73 PE IV p Chemo I nein nein nein nein 
     E043 m 71 Adeno IV z Radiatio II nein ja ja nein nein 
    E045 m 74 NSCLC IIIB p keine II nein ja ja nein nein 
    E047 m 44 kleinzellig IIIA p Chemo nein nein ja nein ja 
     E048 m 64 Adeno IV p Chemo I ja nein nein nein 
     E050 w 51 kleinzellig IIIA z Chemo nein ja nein nein nein 
     E051 w 46 PE IIA p keine nein nein nein nein nein 
     E052 m 69 Adeno IIIB p keine nein nein nein nein nein 
     E054 m 64 Adeno IV z Chemo III nein nein nein nein 
     E056 w 58 Adeno IV p keine nein nein ja ja nein ja 
    E057 m 50 Adeno IB p keine II nein nein nein nein 
     E058 m 70 großzellig IV p Chemo III nein nein nein nein 
     E062 m 71 kleinzellig IV z Chemo II nein nein nein nein 
     E063 w 60 PE IIIA p keine nein nein ja nein ja 
     E064 m 66 NSCLC IV p keine nein nein ja nein ja 
     
Anlage 
XIX 
E065 m 74 Adeno IIIA z keine nein nein ja nein ja 
     E066 w 76 Adeno IB p keine II ja nein nein nein 
     E067 m 63 Adeno IIIA p Chemo II nein nein nein nein 
     E068 w 66 Adeno IIA z keine I nein nein nein nein 
 
P02 nein ja 
 E069 m 61 großzellig IIA p keine II ja ja nein ja 
 
P18 nein ja 
 E070 m 53 NSCLC IV z keine II ja nein nein nein 
     E071 m 70 PE IIIA z Chemo+Radiatio III ja nein nein nein 
     E072 m 72 PE IIIB z Radiatio nein ja nein nein nein 
     E074 m 78 PE IV z Chemo nein nein nein nein nein 
     E075 w 69 großzellig IA p keine nein nein nein nein nein 
 
P10 nein ja 
 E076 m 65 kleinzellig IIIB z Chemo+Radiatio nein nein ja nein ja 
     E077 w 59 Adeno IV p Radiatio nein ja nein nein nein 
     E078 m 71 Adeno IV p keine nein ja nein nein nein 
     E079 w 60 PE IV p Chemo nein ja nein nein nein 
     E080 m 71 PE IIIB p keine II ja nein nein nein 
 
P19 nein ja 
 E081 m 73 Adeno IIIB p keine nein ja ja nein ja 
     E082 m 60 Adeno IA p keine I nein ja nein ja 
 
P01 nein ja 
 E083 m 69 großzellig IA p keine I nein ja ja ja ja 
    E084 m 73 Adeno IV p keine II ja ja ja ja ja P30 nein ja 
 E085 w 64 Adeno IB p keine nein nein nein nein nein 
 
P24 nein ja 
 E086 w 70 NSCLC IV p Chemo nein nein nein nein nein 
     E087 w 76 NSCLC IV p Chemo II nein nein nein nein 
     E088 w 75 Adeno IV p Chemo II nein nein nein nein 
     E090 m 68 Adeno IB p keine nein nein nein nein nein 
 
P09 nein ja 
 E092 m 67 PE IV p Chemo+Radiatio III nein ja ja nein nein 
    E093 m 52 kleinzellig IA p keine nein ja nein nein nein 
 
P21 nein ja 
 E094 m 65 PE IV p Chemo nein ja ja ja nein ja 
    
Anlage 
XX 
E095 m 65 kleinzellig IV z Chemo nein nein ja ja nein ja 
    E096 m 73 Adeno IB p keine nein nein ja ja ja ja P27 ja ja nein 
E097 m 58 kleinzellig IIIA z keine nein nein ja ja ja ja 
    E098 m 68 PE IB p keine nein nein ja ja Ja ja P29 ja nein ja 
E099 m 54 Adeno IV p keine II ja ja ja ja ja 
    E100 m 69 Adeno IIIA p Chemo nein nein ja ja ja ja 
    E101 w 52 NSCLC IV p Chemo I nein ja ja ja ja 
    E102 m 56 Adeno IV p keine II ja ja ja ja ja 
    E103 m 66 Adeno IV z keine nein nein ja nein ja 
     E105 w 45 Adeno IV p keine nein nein nein nein nein 
     E106 m 78 PE IB p keine nein nein nein nein nein 
 
P12 ja ja ja 
E107 m 75 PE IIIA p keine III nein nein nein nein 
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